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Capitolo l - INTRODUZIONE 
1.1 Lo stress ossidativo 
1..1..1. Le specie reattive dell'ossigeno (ROS) 
I ROS, o specie reattive dell'ossigeno (Readive Oxygen Species), sono molecole la 
cui esistenza nei campioni biologici è nota da circa 50 anni [Commoner B et al, 1954]. 
Dalla loro scoperta, la ricerca si è concentrata soprattutto sui danni che questi 
inducono quando presenti nella cellula in quantità eccessiva. In questa condizione, 
nota comunemente come "stress ossidativo", la cellula è sottoposta ad un carico di 
ROS superiore alle sue capacità di difesa e di smaltimento e non riesce più a garantire 
l'ambiente intracellulare riducente fisiologico. 
Recentemente, diversi studi hanno dimostrato che i ROS non sono solo 
sottoprodotti metabolici nocivi per la cellula, ma possono svolgere, a dosi subletali, 
anche un ruolo chiave nei meccanismi di trasduzione del segnale. La cellula utilizza i 
ROS come messaggeri intracellulari, attraverso una fine regolazione della loro 
concentrazione, ad esempio per modulare l'attività di alcuni fattori di trascrizione. 
1..1..2 La formazione chimica dei ROS 
Uno dei paradossi di questo pianeta è che l'ossigeno risulta indispensabile per la 
vita degli organismi eucarioti aerobi ma è potenzialmente dannoso per la loro 
esistenza [Davies KJ, 1995]. 
L'ossigeno molecolare 02 è di per sè una molecola stabile. La reattività di una 
molecola dipende infatti dal modo in cui i suoi elettroni si dispongono attorno al 
nucleo, cioè dalla sua "configurazione elettronica". Gli elettroni si posizionano attorno 
al nucleo di un atomo in strati energetici definiti "orbitali" ; in ogni orbita le trovano 
posto al massimo due elettroni, che ruotano attorno al loro asse (spin) in direzioni 
opposte [Halliwell B, 1991]. Quando due o più atomi condividono i propri elettroni di 
valenza, cioè gli elettroni più esterni, per formare una molecola, tendono ad assumere 
la configurazione elettronica del gas nobile che è a loro più vicino nella tavola 
periodica. Tale regola generale prende il nome di "regola dell'ottetto", poiché i gas 
nobili, molto stabili e non reattivi , sono molecole dotate di otto elettroni nei loro gusci 
più esterni [Kotz JC et al, Chimica]. 
Una volta condivisi gli elettroni tra gli atomi, la molecola è stabile, e ogni atomo è 
circondato da 4 coppie di elettroni di valenza. E' questa la situazione della molecola di 
0 2, che può partecipare alle reazioni chimiche solo previa sua attivazione. 
Tale attivazione può avvenire attraverso due diversi meccanismi : 
l. L'assorbimento di energia sufficiente per invertire lo spin di uno dei due 
elettroni, che porta alla formazione di due atomi di ossigeno singoletto (0.), 
fenomeno che non analizzeremo. 
2. La riduzione monovalente deii'02 ad H20 , con formazione di intermedi reattivi, 
come awiene nella respirazione e in altri processi metabolici cellulari. 
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L'ossidazione completa a C02 di molecole come proteine, carboidrati e lipidi, 
associata alla riduzione dell'ossigeno molecolare 0 2 ad H20, è un processo che nella 
atmosfera terrestre attuale è termodinamicamente favorito e che gli organismi hanno 
quindi selezionato, accoppiandolo a reazioni chimiche non spontanee, per mantenere 
la bassa entropia necessaria alla soprawivenza. 
Tale processo comporta complessivamente l'acquisizione di quattro elettroni da 
parte dell'ossigeno, acqu1s1z1one che avviene di preferenza attraverso un 
trasferimento univalente, cioè di un elettrone alla volta, con la formazione intermedia 
di specie particolarmente reattive, i ROS appunto. 
e· e· e· 
2 ;;;:-+ H,o, T OH· - • · 
Figura 1.1. Riduzione deii'0 2. La reazione complessiva è 0 2 + 4 e· + 4 H+ ----t 2 H20 
Queste comprendono sia specie non radicaliche (H20 2), che specie radicaliche 
(l 'anione superossido 0 2·- e il radicale idrossile OW). Le specie radicaliche, vista la 
presenza di elettroni spaiati negli orbitali più esterni, indicati nelle formule da un 
segno •, sono le specie più reattive da un punto di vista chimico per la facilità con cui 
tendono ad accettare o donare elettroni per diventare specie stabili. L'enorme 
instabilità e reattività delle specie radicaliche deriva proprio dal fatto che l'ottetto non 
è completo. 
.. .. . ::. .. .. 
.. 
:• ;• . 
!Ydiule l~Ue OH 
.. .. -. .:: . .. -
Peroteicto d i idroseno 
H. O, 
Figura 1.2. Struttura chimica 
dell'ossigeno e del ROS . 
Oltre che attraverso il processo riduttivo indicato, o2·- può essere a sua volta fonte 
di H20 2 e 0 2 attraverso un processo di dismutazione spontanea. 
2 0 2'- + 2 H+ ~ 02 + H20 2 
In presenza di ioni metallici come Fe3+ e Cu3+, inoltre, 0 2"- può ossidarsi a 0 2, 
secondo la reazione di Haber-Weiss. 
Gli ioni Fe2+ e Cu2+, inoltre, possono reagire con H20 2 riossidandosi e generando 
OH" e anione idrossile OH-, grazie alla reazione di Fenton. 
H20 2 + Fe2+ ~ OH' + OH- + Fe3+ 
6 
OH· 
• 
OH-
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Figura 1.3. La reazione Fenton (verde) e quella di Haber-
Weiss (blu). La reazione complessiva è 
Anche l'assorbimento di energia radiante (luce, raggi UV, raggi X) può produrre 
ROS grazie all'idrolisi dell'acqua a OH" e H". 
1.1.3 Breve descrizione dei ROS 
OH" è il più potente agente ossidante conosciuto e costituisce l'agente mutageno 
più attivo tra quelli che si originano in seguito all'esposizione ad agenti ionizzanti. E' il 
radicale più reattivo nella cellula nonostante la sua brevissima emivita, di circa 1 nsec, 
ne limiti comunque il raggio d'azione nel punto in cui è stato prodotto. Tutti i ROS 
esercitano gran parte dei loro effetti patologici formando questo radicale [Young IS et 
al, 2001]. Sebbene la formazione di OH" possa awenire in diversi modi, il 
meccanismo che più frequentemente si riscontra in vivo è la reazione di Fenton. 
H202 , pur non essendo un radicale è molto dannoso. Infatti tale molecola, oltre a 
generare le altre forme radicaliche, a differenza degli altri ROS, può attraversare le 
membrane con molta facilità ed ha un'emivita lunga, di ore/giorni, tipica di una 
molecola elettronicamente stabile. E' presente in concentrazioni fisiologiche 10-9-10-7 
M. Gioca un ruolo rilevante come intermedio nella produzione di più specie reattive 
dell'ossigeno, ad esempio di ipoclorito (CIO-), via mieloperossidasi, o di OH", via 
reazione di Fenton. 
0/- è prodotto in tutte le cellule aerobie nel corso di ossidazioni e riduzioni e come 
risultato di reazioni fotochimiche. La formazione di 0 2·- prende luogo 
spontaneamente, specialmente negli ambienti aerobi ricchi di elettroni, come nelle 
vicinanze della membrana mitocondriale interna durante la respirazione cellulare. o 2·-
è anche prodotto endogenamente da alcuni enzimi, quali la xantina ossidasi, la 
lipoossigenasi e la cicloossigenasi [Kuppusamy P et al, 1989; Mclntyre M et al, 1999; 
Kontos HA, 1985]. Questa molecola si comporta sia da ossidante che da riducente: 
infatti può ossidare l'acido ascorbico, il NADPH e i gruppi - SH, ma può anche ridurre il 
citocromo c, gli ioni metallici e l'ossido di azoto. Avendo un'emivita molto breve, o 2·-
partecipa alle reazioni che si verificano nel sito dove viene prodotto o a breve distanza 
da esso. 
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1.1.4 La produzione biologica dei ROS: alcuni esempi 
I ROS possono essere prodotti da diverse reazioni cellulari e in diversi punti della 
cellula. Si rit iene, tuttavia, che in vivo il sito di maggior produzione sia rappresentato 
dai mitocondri. Fisiologicamente, infatti, ogni cellula produce ROS come prodotti 
secondari indesiderati della respirazione cellulare. Tutte le cellule, inoltre, producono 
ROSse danneggiate con radiazioni ionizzanti. 
In alcuni tipi di cellule si verifica un rilascio di ROS in risposta a stimoli specifici. Le 
cellule dell'immunità innata, come i neutrofili , una volta entrate in contatto con un 
agente patogeno liberano grandi quantità di ROS [Halliwell B, 1991]; le cellule 
endoteliali dei vasi producono ROS in risposta a stress da st iramento [Hwang J et al, 
2003] ; gli epatociti producono grandi quantità di ROS durante il metabolismo 
dell'etanolo (Lieber es, 1997]. 
1.1.4.1 I ROS nella respirazione cellulare 
La respirazione cellulare è un processo di ossidoriduzione. L'ossidazione completa a 
C02 di molecole come proteine, carboidrati e lipidi viene accoppiata in un primo 
momento (glicolisi e/ o ciclo di Krebs) alla produzione di molecole intermedie ridotte 
(NADH e FADH2) in grado di veicolare gli elettroni ceduti da tali substrati a livello 
mitocondriale. Qui, questi elettroni vengono alla fine ceduti aii'0 2 che viene ridotto ad 
H20 , attraverso una catena di trasporto piuttosto complessa, ripristinando da un lato i 
coenzimi NAD+ e FAD ossidati, permettendo dall'altro, in maniera associata all'energia 
del gradiente protonico che si stabilisce attraverso la membrana mitocondriale 
interna, la produzione di ATP, la forma chimica in cui l'energia viene resa disponibile 
alla cellula [Garrett RH e Grisham CM, Biochimica ]. 
Mllod'londrtal 
matTi x 
lrmer 
., ~ocron::ma• 
n"cmb·a"ll 
ATP 
syr:t-ase 
Figura 1.4. La catena di trasporto degli elettroni vede coinvolti principalmente quattro complessi 
proteici localizzati nella membrana mitocondriale interna, nell'ordine il complesso NADH-coenzlma Q 
reduttasi (1}, la succinico-coenzima Q reduttasl (II), il coenzima Q-citocromo c reduttasi (lll) e la 
citocromo c ossidasi (IV). I complessi I, lli e IV associano il trasporto degli elettroni al trasferimento di 
un H+ contro gradiente dalla matrice mitocondriale allo spazio intermembrana. Tale gradiente 
elettrochimico viene poi utilizzato dalla ATP sintasi per produrre ATP. Il complesso IV è il responsabile 
del trasferimento finale di elettroni aii'02• La reazione complessiva redox che avviene è: 0 2 + 4 e· + 4 
H+ --t 2 HzO 
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Durante il trasporto degli elettroni inevitabilmente si ha la formazione di intermedi 
reattivi dovuti alla riduzione deii'02. Si stima che ben 1'1-2% dell'ossigeno totale 
metabolizzato venga convertito accidentalmente a 0 2·- in reazioni mediate dal 
coenzima Q (ubichinone) [Kamata H et al, 1999]. 
1.1.4.2 I ROS nell'immunità innata 
ROS vengono prodotti in grandi quantità da cellule dell'immunità innata come 
neutrofili e macrofagi e usati per digerire patogeni precedentemente fagocitati. Per 
ottenere in breve tempo questo massiccio rilascio di ROS, che è conosciuto con il 
nome di oxidative burst, i neutrofili si servono di un enzima, NADPH ossidasi, un 
complesso multimolecolare associato alla membrana plasmatica, che riduce 02 a o 2·-
grazie ad elettroni provenienti dall'ossidazione del NADPH [Halliwell B, 1991]. 
2 0 2 +NADPH ~ NADP+ + H+ + 2 0 2.-
02·- in seguito dismuta a H202 spontaneamente o aiutato dall'enzima superossido 
dismutasi (SOD) ; H20 2 danneggia i patogeni fagocitati come tale o dopo conversione 
ad acido ipocloroso grazie all'enzima mieloperossidasi (MPO), presente nei lisosomi di 
granulociti e macrofagi [Winterbourn CC et al, 2000]. 
2 0 2·- + 2 H+ ~ 0 2 + H202 (SOD) 
H20 2 + Cr ~ CIO- + H20 (MPO) 
L'acido ipocloroso che si forma aumenta la capacità battericida dei ROS 
distruggendo proteine biologicamente importanti per alogenazione. 
1.1.4.3 I ROSe il metabolismo dell'acido arachidonico 
L'acido arachidonico è un acido grasso polinsaturo che viene rilasciato dalla 
membrana plasmatica dopo l'attivazione della Fosfolipasi A2, ad esempio in seguito ad 
uno stimolo infiammatorio. Una volta rilasciato può essere modificato inizialmente da 
due diversi enzimi : la lipoossigenasi e la cicloossigenasi [Pepicelli O et al , 2002]. 
Il primo enzima inizia la conversione dell'acido arachidonico verso i leucotrieni, il 
secondo fa partire la via che può portare alla formazione di prostaglandine o 
trombossani. In entrambe le vie si ha la formazione di ROS. 
La relazione tra il metabolismo dell'acido arachidonico e la sintesi di ROS sembra 
essere molto stretta: diversi studi dimostrano come, inibendo la Fosfolipasi A2, la 
lipoossigenasi o la cicloossigenasi sia possibile bloccare la sintesi di ROS 
precedentemente indotta da uno stimolo [Lee M et al, 2002; Gunasekar PG et al, 
1998; Mayer AM et al 1995]. 
1.1.5 Le modificazioni indotte dai ROSai costituenti cellulari 
1.1.5.1 Il danno alle proteine 
Il danno ossidativo alle proteine si esplica attraverso modificazioni agli 
amminoacidi che le compongono. I bersagli più suscettibili all 'attacco dei ROS sono gli 
amminoacidi tirosina, fenilalanina, triptofano, istidina, metionina e cisteina [Davies 
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KJ, 1987]. Particolarmente sensibile all'ossidazione risulta essere il gruppo tiolico (-
SH), presente nella cisteina, che può essere modificato in diversi modi: ossidazioni 
successive di questo gruppo possono dare gruppi sul fenici ( -SOH), sulfinici ( -S02H) o 
sulfonici ( -S03H). Inoltre due gruppi tiolici adiacenti in una stessa proteina o di due 
proteine vicine posso essere ossidati grazie ai ROS per generare un ponte disolfuro 
intra o intercatena ( -5-S-) [Cooper CE et al, 2002]. L'ossidazione della catena 
proteica ne provoca talvolta la frammentazione. Non sono rari anche ponti formati da 
due tirosine : -Tyr-Tyr-. 
Altri amminoacidi, inoltre, possono andare incontro a carbonilazioni: la prolina, 
l'arginina e la lisina [Stadtman ER, 1992]. I gruppi carbonilici originano sia da diretta 
ossidazione delle catene laterali di amminoacidi, sia dall'interazione di carboidrati 
ridotti con il gruppo amminico in s di una Usina; è stato riportato, inoltre, che i 
derivati carbonilati possano derivare dall'ossidazione degli acidi grassi polinsaturi di 
membrana, attraverso le aldeidi che si vengono a formare e che possono reagire con 
le catene laterali di lisine e istidine. 
Residui modificati Tipo di modificazione 
Cisteina Ponti -S-5; ossidazioni 
Tirosina Ponti - Tyr-Tyr-
Metionina Ossidazioni 
Lisi n a Ca rbonilazioni 
Proli n a Carbonilazioni 
Arginina Carbonilazioni 
Tabella 1.1. Principali modificazioni indotte dallo stress ossidativo a livello amminoacidico. 
Diversi studi dimostrano una stretta correlazione tra modificazioni ossidative delle 
proteine e loro turnover [Levine RL et al, 1981; Fulks RM et al, 1985]. Proteine 
ossidate, infatti, vengono degradate più rapidamente, probabilmente da una proteasi 
alcalina che le riconosce. Le modificazioni delle proteine sono fondamentali per capire 
in che modo si esplichi il ruolo dei ROS nelle vie di trasduzione del segnale. 
1.1.5.2 Il danno alle membrane 
I lipidi sono la classe di macromolecole maggiormente soggette all'attacco dei 
radicali per il fatto di avere molti legami insaturi. Il danno alle membrane è causato 
principalmente dal radicale oH·, l'unico in grado di innescare la reazione a catena nota 
come "perossidazione lipidica". I bersagli principali di questa reazione sono le catene 
laterali dei lipidi della membrana plasmatica e delle membrane degli organelli. La 
reazione a catena ha tre passaggi fondamentali : 
• Fase di inizio. L' OW, generato nei pressi deJJa membrana, è in grado di 
"estrarre" un atomo di idrogeno di un doppio legame e di combinarsi con esso a 
dare una molecola d'acqua, lasciando dietro di sè un elettrone radicalico spaiato 
suJJa molecola lipidica di membrana L·. 
LH +OH" ~ L• + H20 
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• Fase di propagazione. Il radicale lipidico (L.) reagisce con l'ossigeno formando 
un radicale perossidico (L02·) e questo reagisce con un nuovo acido grasso 
polinsaturo formando da un lato un nuovo L. (che ricomincia la catena) dall'altro 
un idroperossido LOOH. 
~ Lo2· 
~ L• + LOOH 
Dalla degradazione dell'idroperossido si formano frammenti tossici, le aldeidi 
[Halliwell B, 1991]. L'idroperossido può comunque venire convertito ad 
idrossiacido per reazione con un sistema antiossidante (come il glutatione 
ridotto, GSH). 
LOOH + 2GSH ~ LOH + GSSG + H20 
• Fase di terminazione. Si ottiene quando due radicali si incontrano e si 
neutralizzano. Due L. o due L02• mettono in comune gli elettroni spaiati 
neutralizzandosi reciprocamente: 
L• +L. ~ LL 
Oppure può entrare in gioco un sistema scavenger sulfidrilico antiossidante 
(come il GSH) che assume l'elettrone spaiato: 
L• + RSH ~ LH + RS" 
RS" + Rs· ~ RS-SR 
Un esempio significativo di bersaglio lipidico sono le lipoproteine a bassa densità 
(LDL), che in presenza di ROS diventano LDL ossidate, particolarmente citotossiche 
poichè in grado di danneggiare l'integrità dell'endotelio del vaso sanguigno in cui si 
trovano. Di conseguenza l'azione prolungata dei radicali liberi induce lo sviluppo e la 
progressione delle lesioni aterosclerotiche e quindi delle malattie cardiovascolari [Yia-
Herttuala S, 1999; Steinberg D, 1997]. 
Se la reazione prosegue abbastanza a lungo, le catene laterali degli acidi grassi 
sono alterate a tal punto nella loro struttura che l'integrità e la funzionalità della 
membrana può venire seriamente danneggiata. 
Acidi grassi poliinsaturi 
Y -~~ J( 
y 
y 
x 
o 
- ~""R .,.....c- T 
H OH 
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1.1.5.3 Il danno al DNA 
Reazioni con le basi nucleotidiche a livello del DNA nucleare e mitocondriale 
producono rotture del DNA a filamento singolo; si ritiene che questo danno al DNA sia 
implicato nell'invecchiamento cellulare e nella trasformazione maligna delle cellule. 
Tra i ROS, la specie più reattiva OH" può reagire con il DNA sia a livello dei doppi 
legami delle basi azotate che, più difficilmente, allontanando un atomo di idrogeno 
dalle basi o da ciascuno dei legami C-H del desossiribosio. Nelle purine, ad esempio, 
OW reagisce tipicamente con le posizioni C4, CS e CS dando derivati con gruppi -OH. 
Dalle basi modificate in questo modo derivano poi molte altre basi diverse 
mediante ulteriori meccanismi di ossidazione, di riduzione, dì deaminazione o di 
perdita di molecole di acqua, in funzione della presenza o assenza di ossigeno e 
dell'ambiente redox limitrofo. 
Il radicale OH" può anche reagire con la porzione glicosidica del nucleotide: a 
seguito dell'allontanamento di un atomo di idrogeno la modificazione dello zucchero 
può essere tale da provocare la rottura del filamento di DNA stesso. 
Il radicale in CS' del desossiribosio può inoltre combinarsi con la posizione es 
dell'anello purinico a cui è legato e dare così una ciclizzazione intramolecolare. 
Parte di queste modificazioni sono mutagene, poiché le alterate proprietà di 
appaiamento della base modificata determinano errori nella fase di replicazione del 
DNA [Mathews CK e Van Holde KE, Biochimica]. 
Le rotture possono colpire anche il DNA a doppio filamento: queste ultime, a 
differenza di quelle che coinvolgono solo un singolo filamento del DNA, non possono 
essere riparate. 
1.1.6 Le difese antiossidanti 
I ROS non sono soltanto dannosi, ma anche utili, ad esempio, per combattere le 
infezioni, per uccidere i batteri e per controllare il tono della muscolatura liscia che 
regola il funzionamento degli organi interni e dei vasi sanguigni. Fondamentale, 
affinchè i radicali liberi svolgano nell'organismo un'azione efficace e non dannosa, è 
l'equilibrio tra questi e vari sistemi difensivi che le cellule hanno sviluppato per 
proteggersi, rimuovere o minimizzare gli effetti dannosi creati dagli stessi radicali: i 
sistemi antiossidanti. 
Si definiscono antiossidanti quelle sostanze che ostacolano l'ossidazione delle varie 
strutture dell'organismo ad opera deii'02 e dei suoi derivati. 
Per controllare la concentrazione intracellulare dei ROS e garantire l'omeostasi 
redox, la cellula si serve di due tipi di meccanismi: di tipo enzimatico e di tipo non 
enzimatico. Questi permettono una prevenzione "primaria", nel senso che limitano o 
prevengono la produzione di ROS. Sebbene di notevole importanza, questi sistemi di 
difesa non sono completamente efficienti nell'impedire che il danno si verifichi. Una 
volta che le strutture cellulari sono state danneggiate, esiste un livello di difesa 
secondario in grado di ripristinare o eliminare DNA, proteine o membrane che siano 
state alterate nella loro funzionalità. 
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1.1.6.1 Gli antiossidanti enzimatici 
Gli antiossidanti enzimatici sono le superossido dismutasi (SOD), la catalasi e la 
glutatione perossidasi. 
• Le SOD sono metalloenzimi che catalizzano la dismutazione del 0 2·- a H202 e 0 2, 
in presenza di selenio come cofattore. Tale reazione, di per sè spontanea, viene 
catalizzata dall'enzima fino a raggiungere cinetiche superiori di quattro ordini di 
grandezza. 
2 0 2.- + 2 H+ ~ 0 2 + H20 2 
Sono conosciute quattro classi di SOD, distinguibili per il metallo presente nel 
gruppo prostetico: Cu/Zn SOD; Fe SOD, Mn SODe Ni SOD. 
Tuttavia il potere delle SOD è ridotto in quanto I'H20 2 che si forma, se non 
prontamente bloccata, diffonde attraverso le membrane biologiche. L'H20 2 che si 
forma viene rimossa dagli altri due enzimi, la catalasi e la glutatione perossidasi. 
• La catalasi è largamente, ma non esclusivamente, localizzata nei perossisomi, 
dove sono presenti molti degli enzimi che producono H20 2 come sottoprodotto, 
ed ha la funzione di catalizzare la dismutazione: 
2 H20 2 ~ 2 H20 + 0 2 
Uno tra i ruoli antiossidanti della catalasi è ridurre il rischio della formazione di 
radicali idrossilici da H20 2 attraverso la reazione di Fenton [Fridovich I, 1999]. 
• La glutatione perossidasi è un enzima che svolge due azioni principali. 
Innanzitutto riduce H202 ad H20 : 
H20 2 + 2 GSH ~ 2 H20 + GSSG 
Inoltre, trasforma i lipoperossidi (prodotti dalla perossidazione lipidica) in 
idroperossidi stabili. La glutatione perossidasi utilizza il glutatione (GSH) come 
agente riducente. 
GSSG / 
GSH-;1'~"" 
,.' 
2H20 
Ferntma 
Trasfemna scavcngl'r'S 
·OH ' _ " p't'tHlM.lu .iorr 
lipidl-a 
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1.1.6.2 I tamponi redox cellulari 
La coppia GSH/GSSG è il "tampone redox" maggiormente sfruttato dalla cellula . 
[Meister A, 1981] Il GSH è un tripeptide, il y-glutammil-cisteinil-glicina, che si trova 
ubiquitariamente nelle cellule eucariotiche a concentrazioni tra l e 10 mM [Kosower 
NS et al, 1978]. 
C=O 
o -
Figura l. 7. Il glutatione ridotto (GSH) 
Se ossidato dimerizza a GSSG, con i due monomeri uniti da un ponte disolfuro. 
L'ambiente intracellulare è fortemente riducente: tale caratteristica è dovuta al 
rapporto GSH/GSSG che risulta sbilanciato in modo prominente verso il GSH (con 
proporzioni da 30/1 a 100/1) [Hwang C et al, 1992]. 
La conversione del glutatione ridotto (GSH) nella sua forma ossidata (GSSG) 
avviene durante la riduzione di H20 2 ad opera della glutatione perossidasi e di altre 
perossidasi, ma anche in reazioni spontanee con i radicali liberi [Meister A, 1994]. I l 
GSSG è riconvertito nella forma ridotta dall'enzima glutatione reduttasi, che utilizza il 
NADPH generato dalla Glucosio-6-fosfato-deidrogenasi nella via dei pentoso-fosfati 
[Lopez-Barea Jet al, 1990]. 
Il GSH è il principale tiolo intracellulare, ha un effetto protettivo verso gli intermedi 
reattivi prodotti dai normali processi metabolici e partecipa ad una varietà di processi 
intracellulari tra cui il trasporto di amminoacidi e il mantenimento del pool riducente 
di vitamina C ed E. 
Lo stato redox intracellulare è accoppiato allo stato ossidativo dei residui di cisteina 
delle proteine, mediante complessi meccanismi di scambio tiolo-disolfuro. Alterazion i 
nei livelli di GSH comportano un'alterazione della funzione cellulare e una ridotta 
protezione contro l'ossidazione. Infatti il rapporto intracellulare tra GSSG e GSH è un 
riflesso dello stato ossidativo della cellula ed è un importante aspetto dell'abilità 
cellulare nel detossificare i ROS. 
Un'altra coppia redox particolarmente importante per gli equilibri cellulari è quella 
tioredoxina/ t ioredoxina reduttasi . 
La tioredoxina è una ossidoreduttasi dipendente da NADPH, che catalizza la 
riduzione dei ponti disolfuro -5-S- intra ed intercatena. Vista la sua caratteristica di 
catalizzatore dello scambio tiolo/disolfuro, è immediato intuire quale ruolo 
fondamentale svolga nel determinare lo stato di ossidazione delle proteine cellulari 
[Sen CK, 2000]. 
14 
Introduzione 
La tioredoxina è una proteina scoperta nei procarioti come enzima donatore di 
elettroni per la ribonucleotide reduttasi, enzima implicato nella formazione dei 
desossiribonucleotidi a partire dai corrispondenti ribonucleotidi e quindi nella sintesi 
del DNA [Thelander L et al, 1979]. 
Nella tioredoxina eucariotica il sito catalitico presenta la sequenza amminoacidica 
conservata -Cys-Giy-Pro-Cys-. I due residui di cisteina sono coinvolti nello scambio di 
elettroni tra la tioredoxina ed altre molecole; la tioredoxina passa quindi dalla sua 
forma ridotta, che presenta i gruppi tiolici liberi, a quella ossidata, che presenta un 
ponte disolfuro tra i due residui di cisteina del sito catalitico [Holmgren A, 1989]. Il 
ripristino alla forma ridotta viene mediato dall'azione del selenoenzima tioredoxina 
reduttasi in presenza di NADPH. 
Le caratteristiche antiossidanti della tioredoxina includono la rimozione deii'H20 2, lo 
scavenging dei radicali liberi, la protezione delle cellule contro lo stress ossidativo. 
Inoltre è stato dimostrato che la tioredoxina può contribuire alla rigenerazione 
dell'acido ascorbico. 
1.1.6.3 Gli antiossidanti non enzimatici 
Gli antiossidanti non enzimatici sono principalmente la vitamina E (cx.-tocoferolo), la 
vitamina C (acido ascorbico) e il p-carotene. 
La vitamina E è una vitamina liposolubile e viene immagazzinata soprattutto nel 
tessuto adiposo, nel fegato e nei muscoli. Proprio per questa sua caratteristica, 
protegge gli acidi grassi polinsaturi delle membrane cellulari e le lipoproteine a bassa 
densità dalla perossidazione lipidica dei ROS. 
Figura 1.8. St ruttura chimica della 
vitamina E. 
La vitamina C è una molecola idrosolubile che agisce direttamente da scavenger 
dei radicali liberi ed ha, inoltre, la capacità di rigenerare la vitamina E, riconvertendola 
in forma ridotta, dopo che essa ha neutralizzato i radicali [May JM, 1999; Frei B et al, 
1990]. 
La vitamina C svolge diversi ruoli all'interno della cellula, partecipando alla sintesi 
del collagene, promuovendo l'assorbimento del ferro e la sintesi di neurotrasmettitori . 
Tuttavia i dati a disposizione sembrano indicare che il ruolo più significativo dell'acido 
ascorbico sia la sua azione antiossidante, nel mantenimento, ad esempio, degli ioni 
ferro e rame di alcuni enzimi nella loro forma ridotta. 
tlt>~0 HOy. 
IO<.! l 
l 
HOC'l l; 
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Il ~-carotene è uno dei più importanti quencher dell'ossigeno singoletto 10 2· (che si 
genera quando l'ossigeno molecolare acquisisce energia sufficiente per invertire lo 
spin di uno dei suoi elettroni spaiati) : ne dissipa l'energia prevenendo la generazione 
dei ROS. 
Rgura 1.10. Struttura chimica del p-carotene 
OH 
Tra gli antiossidanti non enzimatici sono fondamentali anche i chelanti di metalli 
come ferro e rame perché, sequestrandoli, prevengono la loro partecipazione alla 
reazione di Fenton. In quest'ottica, anche la transferrina e la ferritina, trasportatore di 
ferro il primo e serbatoio il secondo, possono essere considerati come meccanismi di 
difesa messi in atto dalla cellula per controllare il proprio ambiente redox. 
1.1.6.4 I meccanismi antiossidanti secondari 
I meccanismi antiossidanti secondari si occupano di eliminare dalla cellula le 
molecole danneggiate dall'ossidazione, prima che queste provochino danni irreparabili 
alle strutture che compongono. Questo livello di difesa è prevalentemente mediato da 
enzimi che operano con un meccanismo di taglio: proteasi per proteine alterate, 
fosfolipasi per lipidi, esonucleasi e endonucleasi per il DNA. 
Di tutti questi meccanismi quello più studiato in ricerca è il sistema di riparo del 
DNA, poiché, ovviamente, i danni al DNA si ripercuotono nella cellula con esiti più 
drammatici rispetto alle modificazioni nei lipidi o nelle proteine [Wilson DM 3rd, 
2003]. Un trattamento approfondito dei meccanismi di riparo esula dagli scopi di 
questa tesi. 
1.1.7 I ROS nelle vie di trasduzione del segnale 
La cellula interagisce con l'ambiente esterno grazie ai recettori posti sulla sua 
superficie; in seguito al legame del recettore con il suo ligando specifico, si innesca 
all'interno della cellula una risposta complessa che viene opportunamente regolata e 
che ha come fine ultimo la modulazione trascrizionale di specifici geni bersaglio. Si 
parla di signalling cellulare per indicare questo flusso di informazioni che procede 
dentro la cellula dallo stimolo esterno all'espressione genica. 
Una delle modificazioni meglio caratterizzata come meccanismo di regolazione 
funzionale delle proteine coinvolte in queste cascata è sicuramente la fosforilazione ad 
opera di enzimi detti "chinasi". Questi legano in maniera covalente gruppi fosfato ai 
residui di serina, treonina e tirosina delle proteine bersaglio. Questa modificazione 
può controllare l'attività enzimatica di tali proteine, la loro interazione con altre 
proteine o molecole e la loro localizzazione nella cellula . 
Recentemente, è stato dimostrato un ruolo nel signalling cellulare anche per le 
modificazioni redox. Esse sono caratterizzate dal trasferimento di elettroni: una 
molecola può acquistare elettroni (riduzione) o perderli (ossidazione). In genere il 
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trasferimento coinvolge i gruppi tiolici (-SH) delle cisteine, che si ossidano in maniera 
reversibile a dare un ponte disolfuro ( -5-S-) o un gruppo sulfenico ( -SOH), i quali 
possono essere nuovamente ridotti a -SH dai sistemi redox cellulari. 
Un parallelismo con la modificazione meglio caratterizzata, la fosforilazione, 
potrebbe essere il seguente: 
Fosforilazione Ossidazione/ riduzione 
Trasferimento Elettroni ( .. -S-OH, 
Fosfato ( .. -0-POJ-) 
.. -5-S-.. ) 
Trasduttore Molecola con 
Chinasi 
attività redox 
Sito 
Tirosina, treonina, serina Cisteina 
Reversibilità Tioredoxina 
Fosfatasi 
Glutaredossina 
Il segnale si innesca all'interno della cellula quando cambia il suo potenziale redox 
citosolico, da riducente ad ossidante. Questo può avvenire per un aumento nella 
concentrazione intracellulare dei ROS o per una diminuzione nell'attività di uno o più 
sistemi antiossidanti. Un evento di questo tipo si ha, ad esempio, quando la cellula è 
sottoposta a stress ossidativo (la cellula in coltura trattata con H20 2 ne è il modello) o 
quando essa stessa innesca sistemi endogeni producenti ROS. Quest'ultimo evento è 
l'aspetto più interessante perché presuppone che la cellula sia in grado di modificare il 
suo equilibrio redox in modo regolato in risposta a stimoli ben precisi. 
Diversi ligandi extracellulari come le citochine e i fattori di crescita stimolano la 
produzione dei ROS attraverso il complesso enzimatico multiproteico della NADPH-
ossidasi di membrana. Questo, simile al complesso analogo dei fagociti, è espresso 
quasi ubiquitariamente nelle cellule non fagocitiche [Meier B et al, 1991] e catalizza la 
riduzione deii'02 a 0 2·- che, spontaneamente o enzimaticamente, dismuta a H202 e 0 2. 
Diverse linee di ricerca evidenziano che esso è coinvolto nella generazione di ROS da 
parte di fattori di crescita come TGF-131 [Ohba M et al, 1994], interleuchina 1 [Meier B 
et al, 1989], TNFa. [Lo YY et al, 1995], insulina [Mahadev K et al, 2001], PDGF 
[Sundaresan M et al, 1995], EGF [Bae YS et al, 1997]. La stimolazione induce la 
produzione di ROS attraverso l'attivazione della via del fosfatidilinositolo, risultando 
nell'attivazione della piccola GTPasi Rac1 che, a sua volta, stimola l'attività NADPH-
ossidasica [Bae YS et al, 2000]. Rac1 può anche portare alla formazione di ROS 
attraverso l'attivazione della fosfolipasi A2 di membrana che attiva la lipoossigenasi 
[Peppelenbosch MP et al, 1995]. 
Nella cascata indotta da EGF, come esempio, i ROS che la NADPH-ossidasi produce 
ossidano in maniera reversibile a residui di acido sulfenico alcuni residui attivi di 
cisteina delle tirosin fosfatasi associate al recettore; questo inibisce l'attività 
fosfatasica e potenzia quindi l'induzione della cascata del segnale. La riattivazione 
delle fosfatasi avviene grazie al sistema del GSH e della tioredoxina. 
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Figura 1.11. I nibizione delle fosfatasi 
da parte dei ROS. 
Va ricordato come in condizioni di forte stress ossidativo i gruppi sulfenici possano 
ulteriormente ossidarsi a sulfinici ( -S02H) e sulfonici ( -S03H). 
Un altro ruolo fondamentale svolto dai ROS si esplica nella regolazione dell'attività 
funzionale di alcuni fattori di trascrizione. Un fattore di trascrizione agisce legandosi a 
specifiche sequenze di DNA nel promotore di un gene bersaglio da trascrivere e, 
tramite opportune interazioni con altri fattori , ne garantisce l'espressione in maniera 
altamente regolata, ad esempio in risposta ad uno stimolo o limitatamente ad uno 
specifico tessuto. 
L'attività di un fattore di trascrizione può essere modulata attraverso tre diversi 
meccanismi : una regolazione della sua capacità di legame al DNA, una regolazione 
della sua capacità di transattivazione (cioè di mettere in moto il macchinario 
trascrizionale) e una regolazione della sua traslocazione al compartimento nucleare 
dal citosol dove viene sintetizzato. Solitamente queste modulazioni vengono eseguite 
a livello post-traduzionale, per garantire una risposta rapida agli stimoli cui la cellula è 
soggetta. Un esempio di queste modificazioni sono la fosforilazione, il taglio 
proteolitico, la defosforilazione, e, ciò che interessa in questo contesto, la regolazione 
redox. In alcuni casi, infatti, per poter legare il DNA bersaglio, i gruppi tiolici di alcuni 
residui di cisteina presenti nel dominio legante il DNA del fattore di trascrizione 
devono essere ridotti. AP-1, p53, NF-KB, Pax-8, sono solo alcuni esempi di fattori 
sottoposti a questo tipo di regolazione [Sun Y et al, 1996; Tell G et al, 1998]. 
Attualmente i meccanismi molecolari dettagliati attraverso cui i ROS sono prodotti 
endogenamente e come essi regolino le vie di trasduzione del segnale influenzando la 
crescita cellulare, la trasformazione, l'invecchiamento e l'apoptosi non sono del tutto 
chiariti. 
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1.1.8 L 'impatto dei ROS nella patologia: alcuni esempi 
Numerosi sono gli studi che riportano una correlazione tra produzione di ROS e 
stato patologico: molto spesso, però, è difficile affermare con certezza se una data 
specie reattiva sia la causa di una malattia o se ne sia semplicemente una 
complicazione secondaria, il prodotto di un tessuto alterato o, ancora, il prodotto 
dell'azione di leucociti richiamati nella zona della lesione. In ogni caso, chiarire il 
coinvolgimento dei ROS nella patologia è fondamentale poiché potrebbe permettere di 
considerare come ipotesi terapeutica l'impiego di sostanze antiossidanti. 
Patologie caratterizzate da infiammazione cronica, come le epatiti , o malattie 
autoimmuni, come l'artrite reumatoide, sono caratterizzate dalla presenza, nei siti 
infiammati, di ROS liberati da neutrofili e macrofagi, che causano gran parte del 
danno ai tessuti circostanti. 
L'aterosclerosi è una malattia multifattoriale caratterizzata dall'indurimento e 
dall'ispessimento della parete delle arterie. E' considerata una patologia infiammatoria 
cronica, poiché nei pressi di una placca aterosclerotica sono presenti grandi quantità 
di cellule mononucleate come macrofagi. E' anche una patologia connessa con il 
metabolismo delle lipoproteine e con l'iperlipidemia . Nonostante la patogenesi 
dell'aterosclerosi non sia tuttora definita in tutti i suoi aspetti, si sa che i ROS giocano 
un ruolo fondamentale poiché favoriscono l'espressione da parte della cellula 
endoteliale di molecole d'adesione, come le ICAM- 1, che servono a reclutare dal 
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torrente circolatorio i leucociti attraverso il loro recettore LFA-1. Una volta arrivati alla 
placca in formazione, i leucociti, stimolati dal legame con le LDL ossidate tramite lo 
"scavenger receptor", liberano ROS [Kunsch C et al, 1999; Chien S et al, 1998]. I 
ROS vengono anche prodotti dalla cellula endoteliale stessa grazie ad una NADPH-
ossidasi attivata dallo stress da stiramento (shear stress) provocato dal flusso 
sanguigno [Hwang J et al, 2003]. 
La produzione di ROS è correlata anche con patologie neurologiche: neuroni 
corticali in coltura da feto affetto da t risomia 21 mostrano livelli di ROS intracellulari 
3-4 volte più elevati [Busciglio J et al, 1995]. Questo potrebbe essere dovuto ad una 
sovraproduzione di H202 come conseguenza di un aumento dell'enzima SOD, il cui 
gene si trova proprio nel cromosoma 21 (21q22.1). Nella malattia di Alzheimer un 
coinvolgimento dei ROS è suggerito dal fatto che nel cervello delle persone affette da 
questa patologia si sono riscontrati livelli elevati di perossidazione lipidica [Pratico D 
et al, 1998]. Nella sclerosi laterale amiotrofica, la degenerazione dei neuroni motori 
potrebbe essere la conseguenza di mutazioni nell'enzima SOD: l'alterazione 
dell'equilibrio redox cellulare in seguito alla produzione di H20 2 porterebbe all'apoptosi 
attraverso l'attivazione della cascata delle caspasi. 
Nonostante sia un processo del tutto fisiologico, cioè l'opposto di quella che è la 
definizione di "patologia", l'invecchiamento è stato uno dei primi fenomeni per cui è 
stata ipotizzata una eziologia collegata ai ROS. L'ipotesi di un ruolo svolto dai ROS 
nell'invecchiamento risale al 1956 [Harman D, 1956] ed è nota come "Teoria dei 
radicali liberi". Da allora numerosi sono stati gli sforzi della ricerca per capire in che 
modo i ROS siano coinvolti in questo processo. Secondo questa teoria 
l'invecchiamento sarebbe dovuto ad un accumulo nel tempo di danni alle molecole 
biologiche dovuti ai ROS. In uno studio del 1995 si è visto, per esempio, che nel siero 
di individui apparentemente sani vi è un aumento, con l'età, della base modificata 8-
0H-dG [Rattan S et al, 1995]. Una spiegazione potrebbe essere che siano in realtà i 
meccanismi di riparo a risentire dell'età, portando ad un accumulo di mutazioni nel 
DNA non necessariamente dovute all'esposizione ai ROS. Un'altra linea di ricerca 
correla lo stress ossidativo all'accorciamento dei telomeri, che è notoriamente 
connesso alla senescenza [Von Zglinicki T et al, 1995]. Tali studi richiedono ulteriori 
approfondimenti. 
Nel paragrafo 1.4.1 verrà approfondito il ruolo dei ROS nelle patologie epatiche in 
particolare. 
1. .2 Il fegato come modello di studio 
1.2.1 Anatomia del fegato 
Il fegato è una ghiandola annessa all'apparato digerente e rappresenta l'organo più 
voluminoso del corpo umano. Il suo peso è, infatti, di circa 1500 g nel cadavere, cui si 
aggiungono 500 g di sangue che circola al suo interno nel vivente [Ambrosi et al. , 
"Anatomia dell'uomo"]. 
E' localizzato nel quadrante superiore destro della cavità addominale, subito sotto il 
diaframma ed ha approssimativamente la forma di un grosso ovoide a maggior asse 
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trasversale cui sia stata tagliata una metà, secondo un piano obliquo verso il basso da 
sinistra a destra. E' suddiviso in quattro lobi, destro, sinistro, quadrato e caudato; i 
primi due costituiscono la parte preponderante dell'organo. 
Ad eccezione di una piccola regione nuda, il fegato è completamente awolto dal 
peritoneo, un epitelio pavimentoso che ricopre la capsula connettivale. Quest'ultima è 
debolmente attaccata al parenchima del fegato, tranne a livello dell'ilo (la cosiddetta 
porta epatica), dove penetra nel parenchima veicolando vasi, nervi e dotti biliari. 
La parte superiore dell'organo è convessa, mentre quella inferiore presenta una 
indentatura in corrispondenza dell'ilo, la porta epatica appunto. 
Il fegato riceve un doppio apporto sanguigno: il sangue ossigenato, che viene 
fornito dalle arterie epatiche destra e sinistra (20% dell'afflusso di sangue al fegato) e 
quello ricco di nutrienti proveniente dalla vena porta, che trasporta il sangue refluo 
dal canale alimentare e dalla milza (80%) . Entrambi i vasi entrano nel fegato 
attraverso la porta epatica. Il sangue lascia invece l'organo attraverso la vena epatica, 
nella parte posteriore dell'organo, riversandosi quindi nella vena cava inferiore (Figura 
1.13). 
Figura 1.13. Anatomia del fegato. Vista anteriore e posteriore 
1.2.2 Istologia del fegato 
La struttura del fegato è quella tipica di un organo pieno, con parenchima epiteliale 
costituito da epatociti. All'interno, il parenchima presenta una caratteristica struttura 
cordonale, con gli epatociti uniti a formare lamine ramificate e anastomizzate tra loro. 
Negli spazi tra esse decorrono sinusoidi fenestrati, i sinusoidi epatici. Gli epatociti 
vengono perciò irrorati sui due lati da sangue venosa portale ed arterioso epatico, ben 
miscelato, che rappresenta il 25% della gittata cardiaca e fa degli epatociti alcune fra 
le cellule più riccamente perfuse dell'organismo [Robbins, "Le basi patologiche delle 
malattie"] . 
Il parenchima è organizzato in numerosi lobuli (Figura 1.14), elementi piramidali o 
prismatici (a sezione esagonale), lunghi 2 mm e del diametro di 700 ~m, formati dalle 
lamine cellulari e dai sinusoidi che convergono verso l'asse centrale. Nell'uomo i lobuli 
sono delimitati da un sottilissimo strato di connettivo per cui i margini sono 
difficilmente individuabili. L'asse longitudinale centrale di ogni lobulo classico è 
occupato dalla vena centrale o centrolobulare, che va a costituire la parte iniziale della 
21 
Introduzione 
vena epatica. Da questa si irradiano i cordoni di epatociti, come i raggi di una ruota, 
disposti in lamine anastomizzate. Le arterie e le vene interne, forano la lamina 
limitrofa del lobulo per raggiungere i sinusoidi. Quando il sangue entra nei sinusoidi , 
scorre lentamente e, sempre lentamente percola nella vena centrale. 
In ogni lobulo vi è solo una vena centrale, che raccoglie il sangue da tutti i 
sinusoidi del lobulo stesso e perciò il suo diametro aumenta con il suo progredire 
all'interno della struttura. La vena centrolobulare lascia quindi il lobulo per terminare 
in una vena sublobulare che riceve il sangue da numerose vene centrali. Le vene 
sublobulari a loro volta si uniscono nelle vene di raccolta, che infine raggiungono le 
vene epatiche destra e sinistra [Gartner et al., "lstologia"]. 
lnterlobular 
voi n 
Bile due1 Hapatic portalvein (b) Portai atea 
Figura 1.14. Istologia del fegato. 
Una caratteristica del fegato è la scarsità di tessuto connettivo al suo interno, visto 
che la maggior parte del parenchima è costituita dagli epatociti. 
L'epatocita è una cellula epiteliale poliedrica, poligonale con un diametro di circa 
20-25 Jlm, strettamente addossata a quelle contigue a formare lamine di una o al 
massimo due cellule di spessore. Esso è caratterizzato da un grande nucleo ricco di 
eucromatina e da un abbondante citoplasma ricco di reticolo endoplasmatico rugoso, 
reticolo endoplasmatico liscio, più apparati del Golgi (gli epatociti, infatti, sintetizzano 
molte proteine, sia per il proprio metabolismo che da esportare), mitocondri e 
accumuli di glicogeno. Ogni cellula, comunque, presenta variazioni strutturali 
istologiche e diverse proprietà biochimiche che dipendono dalla loro posizione 
all'interno del lobulo epatico. 
Come sottolineato finora, gli epatociti sono in contatto sia tra loro che con i 
sinusoidi epatici: le facce a contatto con i sinusoidi facilitano lo scambio di materiale 
tra essi e il plasma, le facce a contatto con gli altri epatociti presentano una profonda 
doccia che, affrontata all'analoga docciatura dell'epatocita adiacente, dà origine ad un 
capillare, o canalicolo biliare, che veicola la bile tra gli epatociti e costituisce l'origine a 
fondo cieco delle vie biliari. Ai capillari biliari fanno seguito piccoli dotti di unione con i 
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canalicoli biliari interlobulari, che confluiscono man mano a formare le vie biliari 
intraepatiche, costituendo poi le radici dei due dotti epatici destro e sinistro, da cui 
originano le vie biliari extraepatiche. Queste ultime trasportano il prodotto della 
secrezione esocrina del fegato, la bile, verso il duodeno. 
Gli spazi tra i cordoni epatici sono occupati dai sinusoidi epatici. Nei sinusoidi scorre 
sangue misto (sia arterioso proveniente dall'arteria epatica, sia venoso proveniente 
dai rami portali), il quale scorre lungo le cellule endoteliali delle pareti dei sinusoidi 
che ne impediscono il contatto diretto con gli epatociti. 
I sinusoidi epatici si caratterizzano per il loro decorso tortuoso, il lume irregolare 
ma piuttosto ampio, la discontinuità della membrana basale e la presenza di pori o 
fenestrature. Le fenestrature e le discontinuità delle cellule endoteliali dei sinusoidi 
impediscono il passaggio degli elementi corpuscolari del sangue ma consentono al 
plasma di uscire dal lume vascolare. Il plasma raggiunge lo spazio esistente tra il 
sinusoide e l'epatocita: quest'ultimo può quindi assumere da esso tutte le sostanze 
necessarie alle proprie attività e, contemporaneamente, secernere le sostanze 
elaborate. Tutto ciò garantisce la possibilità di un intimo ed ampio scambio tra il 
plasma e le superfici vascolari degli epatociti, che possono in questo modo assorbire e 
secernere sostanze direttamente da e nel flusso sanguigno. 
Associate alle cellule endoteliali, nella parete dei sinusoidi si possono osservare 
altri due tipi di cellule caratteristiche: le cellule di KOpffer e le cellule di Ito. 
Le cellule di KOpffer sono macrofagi fissi con un citoplasma ricco di lisosomi, le 
quali, data la loro posizione intraluminale, fagocitano non solo residui cellulari (in 
particolare di eritrociti) e macromolecole circolanti nel sangue, ma contribuiscono 
anche alla regolazione del flusso sanguigno entro i capillari stessi. 
Le cellule di Ito (o "fat storing cells") sono cellule perisinusoidali di forma stellata in 
grado di immagazzinare goccioline lipidiche. Si pensa che esse siano anche implicate 
nel metabolismo della vitamina A e nella sintesi di collagene in condizioni patologiche. 
1..2.3 Le principali funzioni del fegato 
Il fegato è un organo indispensabile per il corretto funzionamento del corpo umano 
e adempie a diversi compiti. 
1.2.3.1 La produzione di bile 
Il fegato produce costantemente la bile, da 600 a 1200 mi al giorno. Essa è un 
fluido costituito principalmente da acqua, sali biliari, bilirubina, fosfolipidi, lecitina, 
colesterolo, elettroliti plasmatici e IgA, che, dopo l'ingestione di grassi, viene riversato 
nel lume del duodeno. Essa defluisce anche nel restante intestino tenue emulsionando 
i grassi precedentemente scissi dalle lipasi pancreatiche: questo passaggio è 
indispensabile per il loro assorbimento da parte degli enterociti intestinali. 
La bile elimina, attraverso il circolo sanguigno, 1'80% del colesterolo sintetizzato 
dal fegato, prodotti di rifiuto e bilirubina. 
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1..2.3.2 Il metabolismo di carboidrati, /ipidi e proteine 
Il fegato interviene in tutti i principali processi metabolici dell'organismo in quanto, 
essendo interposto tra il circolo venoso refluo dall'intestino e dalla milza e il sistema 
della vena cava inferiore, tutte le sostanze assorbite dal canale alimentare e tutte 
quelle derivanti dal metabolismo splenico vengono convogliate ad esso attraverso la 
vena porta. Anche il sangue ricco di ferro, proveniente dalla milza, viene trasportato 
al fegato per essere metabolizzato. 
Il fegato svolge circa 100 funzioni diverse, alcune delle quali sono a carico degli 
epatociti . 
Ogni epatocita produce secrezioni sia esocrine che endocrine. Inoltre l'epatocita 
metabolizza i prodotti finali dell'assorbimento che giungono dal canale alimentare, li 
immagazzina come inclusioni e li rilascia in risposta a determinati segnali ormonali o 
nervosi. 
Il fegato quindi promuove [Ambrosi et al. , "Anatomia dell'uomo"]: 
• il metabolismo glucidico. Quest'organo mantiene normali i livelli di glucosio 
ematico contribuendo al controllo della glicemia, in quanto trasporta il 
glucosio all'interno degli epatociti, dove viene immagazzinato sottoforma di 
glicogeno (glicogenesi) . Gli epatociti possono anche sintetizzare il glucosio 
a partire da altri zuccheri o da non carboidrati, con un processo detto 
gluconeogenesi. Quando i livelli di glucosio nel sangue scendono sotto i 
valori normali, gli epatociti idrolizzano il glicogeno (glicogenolisi) in glucosio 
• il metabolismo dei grassi. Esso promuove sia il metabolismo del colesterolo 
e dei suoi derivati, sia la sintesi e l'accumulo dei trigliceridi 
• l'anabolismo delle proteine. Circa il 90% delle proteine del sangue è 
prodotto dal fegato: sono compresi i fattori per la coagulazione del sangue 
(fibrinogeno, fattore III, protrombina), proteine necessarie al sistema del 
complemento, proteine che intervengono nel trasporto di metaboliti , 
albumine e tutte le globuline, ad eccezione delle y globuline. Gli epatociti 
sono inoltre in grado di sintetizzare tutti gli aminoacidi essenziali. 
Il fegato inoltre partecipa a processi quali : 
• metabolismo della bilirubina (che deriva dalla degradazione 
dell'emoglobina) 
• detossificazione dei farmaci e delle sostanze tossiche che raggiungono il 
circolo sanguigno, proteggendo così l'organismo dai loro effetti dannosi 
• degradazione degli ormoni. Il fegato assume e degrada ormoni endocrini. 
1..2.3.3 La funzione immunitaria 
Le cellule di KOpffer derivano da monociti precursori e possiedono recettori sia per 
il segmento Fc degli anticorpi che per il complemento: sono quindi in grado di 
fagocitare il materiale estraneo corpuscolato presente nel sangue. L'importanza di 
queste cellule è notevole, in quanto il sangue proveniente dalla vena centrale contiene 
i numerosi microrganismi entrati in circolo attraverso il canale alimentare: esse 
riconoscono e fagocitano almeno il 99% di questi microrganismi. Inoltre esse 
rimuovono i detriti cellulari e gli eritrociti morti o invecchiati. 
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Riassumendo, essendo posizionato all'incrocio tra le vie digestive e il resto 
dell'organismo, il fegato ha l'importantissima funzione di mantenere l'omeostasi 
metabolica mediante la regolazione e il processamento di aminoacidi, carboidrati, 
lipidi e vitamine della dieta, la fagocitosi di materiali specifici della circolazione 
splancnica, la sintesi delle proteine sieriche, la biotrasformazione dei metaboliti 
circolanti, la detossificazione nonché l'escrezione nella bile di prodotti endogeni di 
scarto e di agenti estranei inquinanti. 
I disordini epatici hanno perciò conseguenze a largo spettro. 
1.2.4 Cenni sulle patologie epatiche 
Il fegato è un organo molto vulnerabile ad un'ampia varietà di insulti tossici, 
metabolici, infettivi, circolatori e neoplastici [Robbins, " Le basi patologiche delle 
malattie"] . 
L'epatite è la condizione più frequente tra le patologie del fegato. Tra le cause di 
epatite si distinguono: forme infettive (prevalentemente legate ai virus epatitici), 
tossiche (ad esempio da farmaci o tossine), autoimmuni e dismetaboliche, dovute, 
queste ultime, a disfunzioni del metabolismo legate all'abuso di alcol, all'obesità e al 
diabete. 
Numerosi sono i virus definiti epatitici (A, B, C, D ed E). Tra questi i virus A ed E si 
manifestano esclusivamente in forma acuta, mentre i virus B, C e D possono 
persistere, in una percentuale di casi, in forma cronica, evolvendosi in cirrosi. 
La cirrosi epatica è una malattia cronica caratterizzata da alterazioni della struttura 
e delle funzioni del fegato. Le normali cellule epatiche sono danneggiate e sostituite 
da tessuto cicatriziale (fibrosi). Le cause di cirrosi epatica sono tante, ma spesso il 
risultato è simile. Le principali sono: l'epatite cronica B, C e D, l'epatopatia alcolica e 
l'epatite autoimmune. Ci sono centinaia di milioni di persone affette da cirrosi epatica 
nel mondo. Ogni anno nel 3-4% delle cirrosi può comparire un tumore epatico, 
generalmente carcinoma epatocellulare. 
Il carcinoma epatocellulare è il più frequente tra i tumori maligni del fegato ed è 
responsabile, nel mondo, di almeno 1.000.000 di nuovi casi all'anno. Le attuali 
metodiche diagnostiche consentono, fortunatamente, di formulare una diagnosi 
quando ancora il tumore è di piccole dimensioni, permettendo la scelta tra numerose 
opzioni terapeutiche. Il trapianto, la resezione chirurgica epatica, le tecniche di 
ablazione loco-regionale costituiscono i diversi trattamenti curativi . 
1..2.4.1. Il danno epatico a livello cellulare 
In generale, indipendentemente dalle cause, si possono presentare cinque reazioni a 
livello cellulare. 
• Degenerazione e accumulo di sostanze all'interno della cellula: un danno 
scatenato da una noxa di tipo tossico o immunologico può determinare un 
aspetto rigonfio ed edematoso dell'epatocita (degenerazione balloniforme). 
• Necrosi e apoptosi: virtualmente ogni danno significativo al fegato può 
causare necrosi epatocitaria. Nella necrosi ischemica rimangono pochi 
epatociti mummificati e scarsamente colorabili, mentre nella necrosi tossica 
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o mediata immunologicamente, epatociti isolati formano corpi apoptotici. Le 
aree di necrosi presentano frequentemente una distribuzione zonale. La 
necrosi centrolobulare, cioè a carico degli epatociti posti immediatamente 
attorno alla vena centrolobulare, è tipica espressione di un danno ischemico 
o di un danno tossico-farmacologico. 
• Infiammazione: è determinata dall'infiltrazione di cellule della flogosi acuta 
o cronica nell'ambito del parenchima epatico e viene definita "epatite". Per 
quanto l'infiammazione possa essere secondaria alla necrosi, l'attacco da 
linfociti T sensibilizzati a cellule epatiche vitali è causa comune di danno 
epatico. 
• Fibrosi: in risposta alla flogosi o all'insulto tossico diretto si forma il tessuto 
fibroso. La fibrosi è generalmente una conseguenza irreversibile del danno 
epatico: la deposizione di collagene ha conseguenze durature sulle modalità 
del flusso ematico e della perfusione epatocitaria. 
• Rigenerazione: il fegato possiede un'enorme potenzialità di rigenerazione, 
nell'ambito di tutti i processi patologici tranne in quelli più fulminanti. In 
caso di somministrazione di sostanze epatotossiche o nel caso di resezione 
epatica, gli epatociti proliferano e permettono la rigenerazione dell'organo 
con le sue normali dimensione e architettura. Nei roditori la capacità di 
rigenerazione è così elevata da consentire, dopo un'escissione del 75% 
dell'organo, il recupero delle normali dimensioni in sole quattro settimane. Il 
fegato umano ha minori capacità rigenerative rispetto a quello di topi e 
ratti. 
1.3 L'evento dell'ischemia e riperfusione come 
modello di studio 
Il danno epatico da ischemia/ riperfusione (I/ R) si verifica quando l'organo è 
momentaneamente privato di ossigeno e, in seguito, riossigenato. Tale condizione si 
presenta in numerose situazioni cliniche, come quelle associate a stati di scarso flusso 
epatico, nelle resezioni, nonché durante il trapianto di fegato [Ciavien PA et al,2003; 
Busuttil RW et al, 2003]. 
Il danno da I/ R è responsabile di più del 10% dei casi di fallimento precoce del 
trapianto d'organo; esso può portare alla non funzionalità dell'organo dopo il trapianto 
e ad un'elevata incidenza di rigetto, sia acuto che cronico [ Fellstrom B et al., 1998]. 
Ampie evidenze suggeriscono che l'attivazione delle cellule di KOpffer, dei neutrof ili 
polimorfonucleati (PMN), delle cellule endoteliali e la produzione di specie reattive 
dell'ossigeno sono critiche per questa patogenesi [Farmer DG et al., 2000]. 
1.3.1 Ischemia fredda ed ischemia calda 
La prima causa del danno da I/ R è l'ischemia del tessuto. 
Il periodo di preservazione è caratterizzato da una condizione di ischemia fredda 
durante la quale non c'è flusso sanguigno e l'organo è conservato a 4°C. A questa 
temperatura le cellule ipossiche rallentano il metabolismo tissutale, mantenendo più a 
lungo le funzioni metaboliche essenziali. 
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Poichè la tensione dell'ossigeno all'interno della cellula diminuisce, la prima a 
pagarne le conseguenze è la respirazione cellulare aerobia, cioè la fosforilazione 
ossidativa mitocondriale. Essa si interrompe portando ad una ridotta produzione di 
ATP e provocando così diversi effetti in vari sistemi all'interno della cellula: 
l'esaurimento di tutti i processi metabolici e di trasporto ATP-dipendenti, tra 
cui la riduzione dell'attività della pompa ATPasica Na+;K+ con conseguente 
accumulo di [Na+ ]1, rigonfiamento della cellula ed edema tissutale [Belzer FO 
et al., 1988]; 
la perdita di disponibilità dei substrati metabolici (portati dal flusso sanguigno), 
compreso il glucosio: la cellula si affida alla glicolisi al fine di mantenere la 
produzione energetica, ottenendo ATP a partire dal glicogeno [Robbins, "Le 
basi patologiche delle malattie"]; 
la riduzione della sintesi proteica. 
Negli anni '80 si è capito che le cellule endoteliali sinusoidali (SEC) sono suscettibili 
ai danni da ischemia fredda [Caldweii-Kenkel JC et al., 1988; McKeown CM et al., 
1988]. In questo stato di sofferenza, esse producono particolari proteine, molecole di 
adesione superficiali (ICAM-1, VCAM-1 e integrine) e antigeni MHC (complesso 
maggiore di istocompatibilità), preparando l'endotelio ad una massiva interazione con 
i neutrofili. Inoltre esse promuovono la produzione di citochine. 
Durante l'ischemia fredda può awenire anche l'attivazione delle cellule di Kupffer 
che viene però inibita abbastanza efficacemente dall'utilizzo di soluzioni di perfusione. 
Essa è invece strettamente correlata, come vedremo in seguito, al danno da 
riperfusione [Thurman R et al., 1988; Cladweii-Kenkel JC et al., 1991]. 
In contrasto all'ischemia fredda, quella calda è poco tollerata e causa rapidamente 
la morte degli epatociti [Gujral JS et al., 2001;Kohli v et al., 1999]. Questo severo 
danno è preceduto probabilmente dalla morte massiva delle cellule endoteliali. Studi 
relativi a danni da ischemia calda/riperfusione [Tsukamoto S et al., 1996] e a 
trapianti di fegato da donatori colpiti da arresto cardiaco [Gao WS et al., 1991], 
indicano che le cellule endoteliali dei sinusoidi vengono danneggiate prima degli 
epatociti, sia durante ischemia fredda che calda [Caldweii-Kenkel JC et al., 1988]. 
Il ruolo delle cellule di Kupffer, dei leucociti aderenti e delle piastrine durante 
l'ischemia calda non è ancora chiaro. Le più importanti vie di trasduzione del segnale 
coinvolte sembrano essere l'apoptosi mediata dal TNF-a., l'alterazione del gradiente 
ionico e la produzione di ROS [Selzner N et al., 2003]. 
1.3.2 Riperfusione 
In seguito al ripristino del flusso sanguigno, l'organo è sottoposto ad un ulteriore 
danno che aggrava quello già provocato dal periodo di ischemia. 
Nei primi stadi della riperfusione si ha un rigonfiamento delle cellule endoteliali, 
vasocostrizione, stasi di leucociti, aggregazione piastrinica all'interno dei sinusoidi, 
insieme di eventi che portano ad un blocco della microcircolazione epatica. Infatti le 
cellule endoteliali e di KOpffer si rigonfiano in seguito all'edema intracellulare causato 
dal blocco del trasporto attivo di membrana che si ha in seguito alla mancanza di 
energia dovuta al blocco del metabolismo durante la fase di ischemia. La 
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vasocostrizione è il risultato del deterioramento del delicato equilibrio tra ossido 
nitrico (NO) ed endotelina (ET) (vedi paragrafo dedicato): il lume dei sinusoidi si 
restringe causando un rallentamento del flusso dei leucociti. I contatti tra leucociti e 
cellule dell'endotelio divengono quindi più frequenti fino alla leucostasi che 
contribuisce ad ostacolare la microcircolazione epatica. Questa condizione prolunga il 
periodo di ipossia in alcune aree del fegato, facendo si che esse rimangano 
ischemiche anche dopo la riperfusione. Questo causa l'attivazione delle cellule di 
Kupffer e dei neutrofili che producono citochine infiammatorie e radicali liberi 
dell'ossigeno (ROS), aggravando ulteriormente il danno epatico. 
L'insulto cellulare può essere suddiviso in due fasi cronologicamente distinte. La 
prima fase, precoce, mostra un danno di tipo acuto per lo più indotto dall'incremento 
della produzione di ROS ed ha inizio entro le prime 6 ore dopo la riperfusione. La 
seconda fase, tardiva, nasce in seguito alla risposta infiammatoria, si manifesta dalle 
18 alle 24 ore dopo la riperfusione e contribuisce all'evolversi del danno epatico [Arii S 
et al., 2003]. 
1.3.2.1 Le cellule di Kiipffer 
Al momento della riperfusione le cellule di Kupffer aumentano il rilascio il fattore 
tissutale (in seguito all'esposizione alle endotossine derivate dall'intestino) e poiché i 
livelli di attività anticoagulante nelle cellule endoteliali sinusoidali sono bassi si ha un 
incremento della coagulazione intra-sinusoidale (Figura 1.15). 
Al momento della riperfusione le cellule di Kupffer vengono attivate e producono 
molti mediatori chimici, come ROS e citochine proinfiammatorie (prostaglandine, PAF 
(P/ate/et Activating Factor), IL-l, TNF-a, IL-8, INF-y) (vedi paragrafo dedicato) . 
I ROS agiscono come prodotti altamente citotossici nei confronti delle cellule già 
danneggiate durante l'ischemia fredda, inducono modificazioni dei recettori 
sulle membrane cellulari degli epatociti, delle cellule endoteliali 
poi i morfonucleati. 
presenti 
e dei 
Le citochine prodotte dalle cellule del Kupffer richiamano i leucociti (di solito 
neutrofili polimorfonucleati, PMF). 
Le cellule di Kupffer sono quindi le promotrici dell'awento del danno da 
riperfusione dopo il trapianto. Perciò è possibile che diverse risposte biologiche 
possano essere soppresse se la funzione di queste cellule viene controllata e 
modulata. 
1.3.2.2 I leucociti 
L'iniziale richiamo dei neutrofili (Figura 1.15) a livello vascolare, determina un loro 
accumulo e una successiva trasmigrazione dal lume vascolare all'interstizio epatico 
[Lentsch AB et al., 2000]. Essi, una volta awenuta la migrazione possono essere 
causa di danno endoteliale e tissutale: infatti possiedono un sistema enzimatico 
multicomponente sulla membrana il quale produce un'elevata quantità di radicali liberi 
e sostanze citotossiche che vengono rilasciati nell'ambiente circostante. Nelle fasi 
tardive della riperfusione si avvia quindi un danno diretto al tessuto attraverso la 
complessa cascata di mediatori infiammatori rilasciati dai neutrofili reclutati. Più i 
leucociti sono numerosi e attivi, più il danno risulta ampio. I leucociti in questo modo 
amplificano l'effetto dello stimolo infiammatorio iniziale. 
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I leucociti causano distruzione locale del tessuto attraverso il rilascio di proteasi e 
radicali liberi dell'ossigeno, parte della loro funzione biologica protettiva, che 
normalmente serve a danneggiare corpi estranei e batteri. L'elastasi, una delle 
proteasi rilasciata già in forma attiva, causa severi danni al tessuto. In condizioni 
normali la sua attività viene controllata da alcuni specifici inibitori. Durante il processo 
infiammatorio, invece, oltre all'elastasi vengono rilasciati anche ossigeno attivo e 
mieloperossidasi, che inattivano questi inibitori. Anche nel processo di I/ R quindi il 
bilancio tra elastasi e suoi inibitori è sconvolto. L'elastasi sembra perdere l'abilità di 
self- riconoscimento e la distruzione tissutale diviene dominante. Studi in cui vengono 
controllati gli inibitori dell'elastasi in modelli di danno da I/ R indicano che le cellule 
endoteliali sinusoidali sono più protette, l'invasione dei neutrofili e la loro adesione 
sono attenuate e il flusso ematico che perfonde il fegato è migliore [Soejima Y et al., 
1999; Chen HM et al., 1999]. Questi studi suggeriscono che gli inibitori dell'elastasi 
possano aiutare a prevenire i danni daI/ R. 
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Figura 1.15. Meccanismo cellulare del danno epatico da ischemia/riperfusione. 
1.3.2.3 Ossido nitrico ed endotelina 
DMNO 
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Abbiamo detto che il danno da I/ R è in parte dovuto al blocco del flusso sanguigno 
nei sinusoidi anche in seguito alla contrazione delle cellule stellate o di Ito. Poichè 
l'endotelina l (ET- l) determina la contrazione delle cellule stellate in modo dose-
dipendente, mentre l'ossido nitrico ne causa il rilassamento [Kawada N. et al., 1993], 
è stato proposto che al danno da I/ R contribuisca anche lo sbilanciamento dei livelli di 
queste due sostanze durante la riperfusione. 
Negli stadi precoci della riperfusione, la concentrazione di ET- l è alta sia nel 
plasma che nel parenchima epatico [Kawamura E et al. , 1995], mentre la 
concentrazione di NO è bassa durante le prime ore [Pannen BH et al. , 1997]. Infatti la 
sintesi del NO è bloccata per la carenza di cofattori e di precursori necessari a tal fine: 
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dopo l'ischemia, la quantità di NADPH e di ossigeno (cofattori) sono bassissime 
[Stewart AG et al., 1999] e il rilascio di grandi quantità di arginasi dopo riperfusione è 
responsabile della degradazione della L-arginina (precursore). 
Nel trapianto ortotopico di fegato umano, subito dopo la riperfusione, l'organo 
rilascia grandi quantità di arginasi che determinano la deplezione della L-arginina 
entro i primi 30 minuti [Shiraishi M et al., 1997]. Una significativa produzione di NO è 
improbabile fino alla sesta ora dalla riperfusione, tempo richiesto per l'induzione della 
forma inducibile dell'enzima ossido nitrico sintetasi (iNOS) [Hur GM et al., 1999]. 
Il fegato potrebbe quindi beneficiare di un trattamento farmacologico che aumenti 
la concentrazione di NO durante il primo periodo dopo la riperfusione: in modelli 
animali di I/R è stato dimostrato come elevati livelli di NO abbiano un ruolo protettivo 
mentre inibitori di NOS aggravano ulteriormente la situazione [Koeppel TA et al., 
1997]. Inoltre in un modello sperimentale di ratto, è stato dimostrato come, anche un 
antagonista del recettore per l'endotelina (il bosentano), attenui il danno epatico da 
I/R in modo paragonabile ad un aumento di NO [Scommotau S et al., 1999], 
sottolineando l'importanza giocata da questi due fattori vasoattivi nella patofisiologia 
del danno epatico da I/R. 
Tuttavia NO può reagire con superossidi a formare un potente ossidante, il 
perossinitrito, un induttore molto reattivo dell'apoptosi delle SEC [Gow AJ et al., 
1998].: infatti il superossido reagisce di più con NO che con la superossido dismutasi 
[Squadrito GL et al., 1998]. Tuttavia, durante la riperfusione, gli effetti benefici che 
derivano dal mantenimento del flusso ematico prevaricano i danni provocati dal 
perossinitrito. 
1.3.2.4 Le citochine 
Le citochine danno inizio e sostengono la risposta infiammatoria che concorre alla 
creazione del danno epatico da I/R [Fong Y et al., 1990]. Esse infatti agiscono in 
modo autocrino, paracrino e in modo umorale inducendo la produzione di numerosi 
mediatori infiammatori come altre citochine, chemochine ed eicosanoidi. Le citochine 
maggiormente coinvolte nel danno da I/R sono l'interleuchina l (IL-l) e il TNF-
a. (Tumor Necrosis Factor), generate principalmente dalle cellule di KOpffer durante la 
riperfusione [Colletti LM et al., 1990; Suzuki S et al., 1994]. 
TNF- a. ed IL-l inducono la sintesi di IL-8 [Thornton AJ et al., 1990], un potente 
fattore chemiotattico per i leucociti, e l'espressione di molecole di adesione (come 
selettine e p-integrine), aumentando quindi le interazioni tra leucociti e cellule 
endoteliali sinusoidali e portando ad un'ulteriore produzione di citochine. 
TNF- a. stimola la produzione di radicale superossido da parte delle cellule di 
KOpffer [Shibuya H et al., 1997] e, in particolari circostanze, può indurre direttamente 
la morte cellulare per apoptosi [Leist M et al.,1994]. 
IL-l induce le cellule di KOpffer a produrre TNF- a. e quindi induce la produzione di 
ROS da parte dei neutrofili [Shirasugi N et al., 1997; Shito M et al., 1997]. 
Inoltre, tali citochine richiamano e attivano i linfociti T CD4+ durante la fase 
precoce della riperfusione [Zwacka RM et al. , 1997]. I linfociti T residenti [Le Moine O 
et al., 2000] e quelli appena accumulati a questo punto sono in grado di produrre 
mediatori come TNF-(3, INF-y e il fattore di stimolazione delle colonie di granulociti, 
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che a loro volta amplificano l'attivazione delle cellule di Kupffer e il richiamo di 
neutrofili al tessuto epatico. 
L'importanza del ruolo di queste due citochine è confermata da esperimenti che 
dimostrano come la loro neutralizzazione, mediante anticorpi e mediante blocco dei 
recettori , diminuisca l'entità del danno epatico. Tuttavia Chazouilleres et al. , 1992, 
trovano solo un minimo incremento dei livell i plasmatid di TNF- a. dopo la riperfusione 
di un fegato umano trapiantato. 
Il fattore PAF (P/ate/et Activating Factor) aumenta in modo significativo dopo 12 
ore dalla riperfusione e raggiunge il picco massimo dopo 24 ore, momento in cui si ha 
il danno epatico di maggior entità . La produzione di PAF è probabilmente il risultato 
dell'interazione tra cellule di KOpffer e ROS: infatti sia l'inattivazione delle cellule di 
KOpffer mediante cloruro di gadolinio sia l'inibizione della formazione di ROS mediante 
allopurinolo sono in grado di ridurre la produzione di PAF [Zhou W et al., 1992]. Si 
pensa che PAF attivi i neutrofili promuovendo la sintesi di TNF-a. e del fattore CINC 
(Cytochine-Induced Neutrophil Chemoattractant), un membro della famiglia delle IL-
8 : infatti, in ratto, bloccando il recettore per PAF si ha la soppressione dell'incremento 
di TNF-a. e di CINC nel plasma in seguito a riperfusione [Serizawa A et al. , 1996]. 
Le citochine proinfiammatorie, in generale, sono potenti induttori dell'espressione 
delle chemochine da parte delle cellule di Kupffer e degli epatociti [Colletti LM et al., 
1996; Hisama N et al., 1996]. Le chemochine creano un gradiente di concentrazione 
che guida la direzione di migrazione dei leucociti ai siti infiammatori. Inoltre, esse 
attivano le integrine leucocitarie, che permettono l'adesione alle cellule endoteliali 
sinusoidali. 
Esistono anche citochine in grado di ridurre la risposta infiammatoria. 
Durante la riperfusione che segue l'ischemia, viene per esempio prodotta I'IL-6 
[Camargo CA et al. , 1997; McCurry KR et al. , 1993]: essa influisce negativamente 
sulla produzione dell'mRNA di TNF-o durante la riperfusione e promuove la 
rigenerazione degli epatociti. 
Un'altra citochina antinfiammatoria è IL-10 la quale, se somministrata in ratti dopo 
il trapianto di fegato, riduce il danno da riperfusione, aumentando la sopravvivenza 
cellulare [Zou XM et al., 1998]. Essa infatti sopprime l'attivazione della trascrizione di 
TNF-o, riduce l'accumulo dei neutrofili e l'espressione delle molecole di adesione 
endoteliali [Yoshidome H et al., 1999]. 
Un comportamento simile è seguito daii'IL-13 [Yoshidome H et al. , 1999]. 
1.3.2.5 Le calpaine 
Le piastrine sono fonti molto ricche di calpaine [Fukuda K et al. , 1993; 
Schoenwaelder SM et al. , 1997]. 
Le calpaine, proteasi ca++ -dipendenti, aggravano il danno da I/ R [Croall DE et al., 
1991]. La loro attivazione aumenta significativamente dopo 60 minuti dalla 
riperfusione [Kohli V et al. ,1999]. Esse vengono attivate dai ROS e dalle citochine 
inf iammatorie, dissociano dalla membrana e causano proteolisi. Il danno a carico di 
proteine del citoscheletro e della membrana determina l'abbattimento del potenziale 
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transmembrana mitocondriale, l'aumento della permeabilità cellulare, quindi morte 
per necrosi o apoptosi. Inibitori delle calpaine sono perciò efficaci nel prevenire questi 
processi [Sindram D et al., 1999]. 
1.3.2.6 Il sistema del complemento 
L'attivazione del complemento è un evento critico al momento della riperfusione: 
ciò è stato dimostrato sia in modelli animali [Jaeschke H et al., 1993], che nell'uomo 
[Straatsburg IH et al., 2000]. 
La cascata del complemento può essere rapidamente attivata dal massiccio rilascio 
di proteine cellulari durante la riperfusione precoce. I fattori del complemento come 
Csa, aumentano l'espressione del recettore Mac-1 sui neutrofili circolanti e 
promuovono il loro richiamo a livello sinusoidale [Bajt ML et al., 2001]. Inoltre il 
complesso che si forma a livello della membrana causa danno cellulare in modo 
diretto. 
Il blocco dell'attività del complemento riduce la risposta infiammatoria [Jaeschke H 
et al., 1993], i problemi a livello microvascolare [Lehmann TG et al., 2001] e i danni 
cellulari [Chavez-Cartaya RE et al., 1995]. 
1.3.2.7 L'eme 
Durante I'I/R, i globuli rossi, uno dei tipi cellulari più sensibili al danno da ROS, 
vengono danneggiati, si deformano e aggregano, aumentando così la viscosità del 
sangue e la resistenza del flusso. Una volta lisati, essi rilasciano eme libero che 
aggrava l'insulto ossidativo, generando ROS e chelati di ferro nocivi. 
L'eme-ossigenasi è un enzima ubiquitario coinvolto nella degradazione ossidativa 
dell'eme a biliverdina, monossido di carbonio (CO) e ferro libero. La biliverdina viene 
poi ridotta a bilirubina dalla bilirubina reduttasi, e il ferro libero è utilizzato nel 
metabolismo cellulare o sequestrato dalla ferritina. 
Esistono diverse isoforme di questo enzima, ma solo l'attività dell'eme-ossigenasi l 
(nota come heat shock protein 32) può essere indotta da stimoli che inducono stress 
ossidativo, come l'ipossia, ed è infatti considerata un indicatore sensibile di danno 
cellulare ossidativo [Maines MD, 1997]. 
Biliverdina e bilirubina sono considerati antiossidanti endogeni in quanto eliminano 
i ROS. Inoltre la biliverdina può modulare l'infiltrazione leucocitaria alterando 
l'espressione delle molecole di adesione nelle cellule endoteliali e, in vitro, inibisce il 
complemento [Vachhrajani TJ et al., 2000]. 
Il CO rilasciato può agire come molecola regolatoria in diversi processi cellulari e 
biologici (come il monossido di azoto, NO) [Maines MD, 1997]. Entrambi attivano la 
guanilato ciclasi solubile determinando un rilassamento della muscolatura liscia che 
contribuisce alla vasodilatazione dell'endotelio e al mantenimento del flusso ematico 
microvascolare [Furchgott RF e Jothianandan D, 1991]. Altri meccanismi citoprotettivi 
mediati da CO sono : soppressione della ossido nitrico sintetasi inducibile [Coito AJ et 
al., 2002], inibizione di alcune procitochine attraverso la via di trasduzione del 
segnale delle "mitogen-activated protein kinases" (MAPK) [Otterbein LE et al., 2000] 
e inibizione dell'apoptosi endoteliale [Brouard S et al., 2000]. 
Diversi meccanismi sono stati presi in considerazione per migliorare le alterazioni 
causate daii1/R: la riduzione dei livelli di emoglobina intravascolare, il controllo 
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dell'emopexina (proteina legante l'eme) che può agire come spazzino dell'eme nel 
tessuto riperfuso e l'aumento della degradazione dell'eme grazie al sistema dell'eme-
ossigenasi [Katori M et al., 2002a]. Infatti, alcuni studi hanno rivelato che l'aumento 
dell'espressione dell'isoforma 1 di tale enzima ha potenti effetti protettivi in diversi 
modelli di trapianto epatico. La sua induzione farmacologia permette il mantenimento 
dell'architettura del tessuto e preserva la funzionalità dell'organo [Kato H et al., 
2001]. In ambito clinico, tuttavia, l'utilizzo di questo sistema ha ancora diversi limiti, 
poiché non si conoscono agenti che ne inducano specificamente l'attivazione e si 
temono effetti indesiderati [Katori M et al., 2002b] . 
1.4 L 'importanza dello stato redox cellulare in eventi 
patologici e fisiologici del fegato 
1.4.1 Patologie epatiche e stress ossidativo 
I ROS giocano un ruolo cruciale nell'induzione e nella progressione di varie 
patologie epatiche. Infatti si rileva una situazione di stress ossidativo in quasi tutte le 
condizioni, sia cliniche che sperimentali, di patologie croniche epatiche con diversa 
eziologia e grado di fibrosi [Loguercio C e Federico A, 2003; Poli G e Parola M, 1997; 
Kurose I et al, 1997]. La patogenesi del danno coinvolge tutti i tipi cellulari presenti 
nel fegato (epatociti, cellule del KOppfer, cellule stellate ed endoteliali) via apoptosi, 
necrosi, ischemia e rigenerazione, tutti processi che portano ad un'alterazione 
dell'espressione genica [Loguercio C e Federico A, 2003]. Le principali fonti di radicali 
liberi sono costituite dai neutrofili, dalle cellule del KOppfer attivate da endotossine, 
dai mitocondri degli epatociti e dal citocromo P450 [Kang KJ, 2002]. 
1.4.1.1 Sovraccarico di ferro 
Poichè il ferro è coinvolto in reazioni che generano ROS, non sorprende il fatto che 
lo stress ossidativo sia il denominatore comune che caratterizza condizioni patologiche 
epatiche associate con il sovraccarico di ferro come infiammazione, fibrosi, cirrosi ed 
epatocarcinoma [Pietrangelo A, 1998]. La rilevanza clinica di tale osservazione è 
supportata da evidenze sperimentali, in modelli animali di sovraccarico di ferro, che 
dimostrano come la progressione di tali danni epatici siano prevenuti dalla 
somministrazione di antiossidanti [Pietrangelo A et al, 1995]. 
1.4.1.2 Metabolismo dell'etanolo 
I ROS possono essere prodotti in grossa quantità a livello epatico in seguito 
all'assunzione di alte dosi o in maniera continuata di etanolo, e lo stress ossidativo 
sembra essere l'evento chiave nell'instaurarsi dell'ALO (Aicholic Uver Disease). 
Meno del 10% dell'alcool introdotto con la dieta viene eliminato come tale 
attraverso le urine, il sudore ed il respiro; la rimanente quota viene metabolizzata 
negli epatociti, se si trascura una piccola quota ossidata dalla catalasi dei perossisomi 
soprattutto a livello dello stomaco dove l'alcool viene inizialmente assorbito. 
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L'epatocita possiede due sistemi distinti per metabolizzare l'etanolo (Figura 1.16): 
• A basse concentrazioni di etanolo è attiva esclusivamente la via dell'alcol 
deidrogenasi (ADH) e dell'acetaldeide deidrogenasi (ALDH). Il primo enzima 
inizia l'ossidazione dell'etanolo convertendolo ad acetaldeide: 
CH3CH20H + NAD+ -------+ CH3CHO + NADH + H+ 
L'acetaldeide è quindi ulteriormente ossidata ad acetato dal secondo enzima. 
• Ad alte concentrazioni, è il sistema enzimatico microsomiale ossidante l'etanolo 
(MEOS - Microsomal Ethanoi-Oxidizing System), localizzato a livello del reticolo 
endoplasmatico, che ossida inizialmente l'etanolo attraverso la via enzimatica 
del citocromo P4502E1 o CYP2E1 (chiamato così in quanto forma un complesso 
con il monossido di carbonio che ha un picco di assorbanza a 450 nm), una 
forma enzimatica inducibile dall'etanolo [Cederbaum AI et al, 2001]: 
CH3CH20H + NADPH + H+ + 0 2-------+ CH3CHO + NADP+ + 2 H20. 
Entrambe le vie producono quindi acetaldeide, che nel bevitore abituale non riesce 
ad essere smaltita causando la maggior parte del danno epatico. L'acetaldeide è 
infatti una molecola estremamente reattiva che danneggia il DNA della cellula e si 
lega alle proteine, modificandone la struttura e/o inibendone la funzione. Essa agisce 
a livello genomico andando a regolare positivamente alcuni fattori di trascrizione 
redox-sensibili coinvolti nella fibrogenesi, come AP-1 ed Nf-KB. Questo porta ad una 
regolazione positiva, a livello trascrizionale, dell'espressione di citochine 
proinfiammatorie (IL-1~, IL-6, IL-18, ecc), chemochine, molecole di adesione, ligandi 
di Fas [Roman J et al , 1999] che attiva la cascata caspasica (apoptosi) e deplezione di 
ATP dal mitocondrio (necrosi), portando ad un loop di autosostenimento e di 
autopotenziamento. Queste sono le basi molecolari dell'evidenza che lo stress 
ossidativo ha un ruolo determinante nella fibrogenesi epatica [Poli G e Parola M, 
1997]. 
Inoltre l'acetaldeide, vista la sua altissima affinità per i gruppi tiolici - SH, 
promuove la deplezione del glutatione intracellulare [Cederbaum AI, 1998].. Ciò 
causa una diminuzione dell'efficacia di uno dei principali sistemi di smaltimento dei 
radicali liberi proprio in una condizione (l'alcolismo) in cui se ne formano moltissimi. 
Inoltre, poichè la conversione dell'enzima xantina deidrogenasi alla isoforma xantina 
ossidasi, oltre che per una modificazione irreversibile da parte di proteasi Ca2+-
dipendenti (come vedremo nel danno da ischemia/riperfusione), può awenire anche 
per ossidazione reversibile di gruppi sulfidrilici, la deplezione del GSH causa 
indirettamente nella cellula la produzione di ROS anche lungo la via del metabolismo 
purinico. 
L'attività del citocromo P4502E1 possiede anche una efficiente attività di NADPH 
ossidasi che determina un incremento sostanziale di anioni superossido, perossidi di 
idrogeno e radicali idrossietilici, responsabili dell'instaurarsi dello stress ossidativo e 
della perossidazione dei lipidi [Nieto N et al, 2002; Cederbaum AI et al, 2001]. 
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Figura 1.16 Metabolismo dell'etanolo e produzione di CH3CHO a livello epatico. 
1.4.1.3 NASH 
Introduzione 
NASH (Non-Aicoholic Steatohepatitis) è una patologia epatica in cui si rilevano le 
stesse caratteristiche istopatologiche tipiche di un danno epatico da alcol, nonostante 
le persone colpite non abbiano però fatto significativo consumo di alcol [James OF e 
Day CP, 1998]. E' stato ipotizzato che lo stress ossidativo possa essere causato da un 
accumulo di acidi grassi liberi nei mitocondri, dalla saturazione della beta-ossidazione 
mitocondriale e da un eccesso di produzione di perossido di idrogeno dato dalla beta-
ossidazione perossisomale e dall'induzione del CYP2E1. Queste ipotesi devono ancora 
essere dimostrate in modelli animali e umani. 
Come abbiamo già visto, una significativa riduzione delle difese antiossidanti e una 
maggiore suscettibilità allo stress ossidativo sono solitamente associate 
all'invecchiamento [Johnson FB et al, 1999]. Questo può spiegare, almeno in parte, 
l'aumento del tasso di progressione della fibrosi nei pazienti con epatite C cronica 
[Boyer N e Marcellin P, 2000]. 
1.4.1.4 Carcinoma epatico 
Il coinvolgimento dei ROS nella patogenesi e nella progressione del cancro è 
ipotizzato da tempo e trova conferme in numerosi lavori scientifici. 
I ROS prodotti nell'ambiente tumorale sarebbero in grado di promuovere la crescita 
cellulare non solo causando un danno ossidativo persistente al DNA e alterandone i 
normali meccanismi di controllo [Toyokuni S et al, 1995], ma anche modulando il 
meccanismo di trasduzione del segnale, stimolando la proliferazione anche delle 
cellule normali, attraverso l'attivazione impropria di geni correlati alla crescita. Stimoli 
proliferativi in combinazione con mutazioni potrebbero creare, dunque, una pressione 
selettiva verso un fenotipo maligno. 
Nonostante queste ricerche sostengano l'ipotesi di un ruolo svolto dai ROS nel 
cancro, restano ancora molti aspetti da indagare: non è chiaro, per esempio, se i ROS 
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siano coinvolti nell'eziogenesi del cancro o se siano semplicemente un aspetto 
secondario della patologia, dovuto, ad esempio, all 'aumentato metabolismo tipico 
delle cellule tumorali. 
1.4.1.5 Epatite vira/e 
Nell'epatite virale il danno cellulare è determinato principalmente dalla risposta 
immunitaria e numerosi dati dimostrano che la persistenza dell'infezione, la 
progressione del danno epatico ed, eventualmente, la carcinogenesi, sono tutti stadi 
in cui sono coinvolte vie mediate dallo stress ossidativo [Loguercio C e Federico A, 
2003]. 
L'infezione da virus dell'epatite C (HCV) è associata ad elevati livelli di ROS 
circolanti nel siero dei pazienti [Farinati F et al, 1999]. L'aumento di ROS sembra 
essere determinato, almeno in parte, dalla diretta attivazione, da parte della proteina 
virale HCV NS3, della NADPH ossidasi nei monociti [Bureau C et al, 2001] e 
dall'azione delle proteine del core e della proteina NSSA su altre cellule con un 
meccanismo che coinvoge la mobilizzazione del calcio intracellulare [Gong G et al, 
2001 ; Okuda M et al, 2002]. 
Poichè l'infezione cronica da HCV può essere associata allo sviluppo del carcinoma 
epatocellulare (HCC) e poichè l'alterazione dello stato redox cellulare può essere 
associato anche alla trasformazione e alla progressione tumorale, questa relazione 
potrebbe indicare un ruolo determinante dello stress ossidativo nella patogenesi 
dell'epatocarcinoma nell'infezione da HCV. I meccanismi molecolari di questa possibile 
relazione sono ancora da chiarire quindi occorre cautela nel fare estrapolazioni da ciò 
che si è osservato in vitro o su modelli animali, ai ben più complessi sistemi umani. 
1.4.2 Ischemia e riperfusione e stress ossidativo 
I ROS sono una delle più importanti e precoci cause di danno da I/ R nell'organo 
ischemico. 
Durante l'evento deii'I/R le fonti primarie di ROS sono le cellule di KOpffer, i 
polimorfonucleati aderenti e la xantina ossidasi citosolica [Jaeschke H, 1991]. La 
concomitante diminuzione dell'efficienza dei meccanismi antiossidanti delle cellule 
ischemiche, contribuisce a favorirne l'accumulo. 
Durante l'ischemia, l'azione di proteasi Ca2+ -dipendenti causa la conversione di un 
enzima, la xantina deidrogenasi (XDH) in un'altra isoforma detta xantina ossidasi 
(XOD) (Figura 1.17). Entrambe le isoforme catalizzano l'ossidazione successiva 
dell'ipoxantina a xantina e ad acido urico [Kuppusamy P et al, 1989]. 
La XDH utilizza come ossidante il NAD+: 
Ipoxantina + NAD+ + H20 
Xantina + NAD+ + H20 
Xantina + NADH + H+ 
Acido Urico + NADH + H+ 
Ipoxantina + 0 2 + H20 ~ Xantina + H20 2 
Xantina + 0 2 + H20 ~ Acido Urico + H20 2 
La cellula riperfusa presenta un'alta concentrazione dei substrati per la XOD, sia 
perchè l'ipoxantina deriva in maniera diretta dal metabolismo deii'ATP, 
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completamente utilizzato ed esaurito durante la mancanza di ossigeno, sia perchè I'02 
arriva in gran quantità con la riperfusione. 
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Figura 1.17. Una delle cause del danno da riperfusione è data dalla produzione di ROS attraverso il sistema 
xant ina ossidasi. 
Il danno provocato da queste specie reattive coinvolge proteine, enzimi, acidi 
nucleici, citoscheletro, membrane cellulari, lipidi e determina un decremento della 
funzione mitocondriale [McCord JM, 1985]. I mitocondri danneggiati possono a loro 
volta produrre anioni superossido a causa dell'incompleta riduzione dell'ossigeno 
[Majno G et al., 1995; Kurose I et al., 1994]. 
I ROS agiscono come prodotti altamente citotossici nei confronti sia delle cellule 
endoteliali già danneggiate durante l'ischemia fredda, con conseguente perdita 
dell'integrità microvascolare e la diminuzione del flusso sanguigno, sia degli epatociti. 
Inoltre essi inducono modificazioni dei recettori presenti sulle membrane cellulari delle 
cellule endoteliali, degli epatociti e dei polimorfonucleati. A loro volta, i ROS attivano 
le cellule di Ki.ipffer e i PMN che producono altri radicali liberi e fattori chemiotattici 
per l'ulteriore richiamo e accumulo di neutrofili [Decker K, 1990; Shibuya H et al., 
1997]. 
E' stato dimostrato che, nel topo, l'utilizzo di vettori genici per la sovraespressione 
di superossido dismutasi riduce significativamente il danno epatico acuto da I/R [Zhou 
W et al., 2001]. Ciò suggerisce la possibilità di sfruttare soluzioni di preservazione 
addizionate con agenti antiossidanti, quali questo enzima, ai fini di preservare le 
cellule endoteliali sinusoidali dall'aggressione dei ROS. 
1.4.3 L 'importanza dell'utilizzo di markers di stress ossidativo 
in eventi patologici e fisiologici del fegato 
L'importanza dello sbilanciamento dello stato redox nel danno epatico è 
sottolineato da numerosi studi in pazienti con patologie virali o da alcol, che 
dimostrano una correlazione tra danno epatico e aumento di markers cellulari di uno 
stato proossidante, come malondialdeide, 4-idrossinonenale e loro addotti proteici, 
insieme ad una diminuzione della quantità di antiossidanti quali GSH, vitamina E, 
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vitamina C, selenio ecc. [Loguercio C e Federico A, 2003; Cardin R et al., 2001]. 
Questi markers possono aiutare a monitorare il grado di progressione del danno e la 
risposta alle terapie antivirali. Tuttavia l'alterazione di tali parametri awiene solo in 
uno stato di sbilanciamento dello stato redox di tipo cronico e può comparire anche 
come epifenomeno secondario dovuto al particolare stress a cui la cellula va incontro. 
Al momento le conoscenze su eventuali markers precoci di stress ossidativo sono 
scarse, nonostante questo sia di enorme interesse per lo sviluppo di nuove strategie 
terapeutiche. 
Nella figura 1.18 sono indicate le fasi della patologia in cui il monitoraggio di un 
marker di stress ossidativo potrebbe essere di grande importanza. 
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Figura 1.18. Utilizzo di un marker di stress ossldativo in patologia. 
Un valìdo marker biologico di stress ossidativo deve essere un prodotto 
chimicamente e biologicamente stabile, non suscettibile ad artefatti, deve riflettere in 
modo quantitativo l'entità dello stress ossidativo ed essere facilmente accessibile e 
determinabile da un saggio specifico, sensibile e riproducibile. 
1.4.3.1 L 'utilizzo delle proteine come markers di stress ossi dativo 
Non ci sono dubbi sul fatto che le proteine costituiscano i principali bersagli di 
radicali liberi ed altri agenti ossidanti quando questi sono prodotti in vivo sia in 
ambienti extra che intracellulari. E' stato stimato, in base all'abbondanza relativa delle 
varie macromolecole nella cellula e in base a dati di letteratura, che le proteine si 
occupano dello scavenging del 50-75% delle specie reattive dell'ossigeno [Davies et 
al., 1999]. 
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L'utilizzo di prodotti di ossidazione delle proteine come markers offre dei vantaggi 
rispetto all'utilizzo di altre macromolecole biologiche, come i lipidi. Infatti mentre le 
proteine possono mantenere il "fingerprint" generato dall'insulto ossidativo iniziale 
che conduce al danno cellulare, la perossidazione dei lipidi crea un evento a catena 
che si propaga e fa perdere le informazioni sull'iniziale evento ossidativo. Inoltre, 
durante la conservazione del campione, i prodotti derivanti dall'ossidazione degli 
aminoacidi sono più stabili di quelli derivanti dall'ossidazione dei lipidi. 
Il danno ossidativo alle proteine può essere indotto o direttamente dai ROS o 
indirettamente dalla reazione di prodotti secondari dello stress ossidativo. Esso può 
risultare in un taglio della catena polipeptidica, in un crosslinking, o in una 
modificazione nella catena laterale virtualmente di ogni aminoacido (in realtà di 
particolari residui, vedi paragrafo 1.1.5.1) [Berlett e Stadtman, 1997; Davies e Dean, 
1997; Dean et al.,1997; Dalle-Donne et al., 2003b]. Non tutte le proteine sono 
ugualmente sensibili al danno ossidativo e la sensibilità all'ossidazione dipende dalla 
struttura della proteina (dalla sequenza, dai residui esposti sulla superficie della 
molecola, dal legame con atomi di metallo). 
Sebbene gli eventi ossidativi che determinano il taglio dello scheletro polipeptidico 
[Berlett e Stadtman, 1997; Davies e Dean, 1997; Dean et al.,1997] possano essere 
facilmente rivelati, mediante SDS-PAGE o HPLC, su proteine isolate, l'utilizzo di tale 
evento come marker di ossidazione in vivo, è escluso per la presenza, nei sistemi 
biologici complessi, di moltissime altre proteine. 
Si è invece ampiamente diffuso, negli studi su patologie umane, l'utilizzo di 
prodotti stabili derivanti dall'ossidazione di catene laterali di aminoacidi come 
potenziali markers di danno ossidativo in vivo [Davies e Dean, 1997; Dean et 
a1.,1997; Davies et al., 1999; Griffiths et al., 2002; Dalle-Donne et al., 2003a, c]. 
In seguito ad un determinata condizione patologica o di stress, si generano e si 
accumulano in tessuti o fluidi, proteine modificate in modo specifico: l'analisi 
proteomica, argomento del prossimo paragrafo, è uno strumento in grado di rivelare 
le modificazioni delle catene polipeptidiche avvenute in seguito a tali eventi. 
1.5 L 'approccio utilizzato: la proteomica 
1.5.1 Dalla genomica alla proteomica 
Il termine "Proteomica" fu inizialmente coniato nel 1994 da un ricercatore post-
doc australiano di nome Mark Wilkins, prima alla conferenza "Genome and Protein 
Maps" a Siena in Italia e quindi nella rivista Electrophoresis [Wasinger ve et al, 
1995]. Nella sua definizione, il proteoma si riferisce all'insieme totale di proteine 
espresse dal genoma ("The PROTEin comp/ement expressed by a genOME") di una 
data cellula in un determinato momento del delicato processo dinamico che è la vita 
della cellula. A differenza del genoma, infatti, il proteoma varia nel tempo. Le 
informazioni date dalla sequenza del DNA, invece, forniscono solo un'istantanea 
statica dei vari modi in cui la cellula può potenzialmente utilizzare le sue proteine. La 
proteomica consente quindi di studiare !"'attualità fenotipica" piuttosto che la 
"potenzialità genotipica". 
39 
Introduzione 
Lo spostamento graduale di interesse dalla genomica alla proteomica si 
accompagna alla consapevolezza che questa scienza è di più difficile studio, vista la 
maggior complessità delle proteine rispetto agli acidi nucleici: esse possono essere 
fosforilate, glicosilate, acetilate, ubiquitinate, farnesilate, sulfonate, legate ad ancore 
di glicofosfatidilinositolo e modificate in molti altri modi. Contrariamente a quanto si 
riteneva, un singolo gene può codificare per più proteine (ad esempio per splicing 
alternativo dell'mRNA, variando i siti di inizio o di fine trascrizione). Le proteine 
possono rispondere a cambiamenti di condizione modificando la loro localizzazione 
cellulare, venendo tagliate in pezzi più piccoli, cambiando i partner di interazione o 
variando le diverse modificazioni post-traduzionali citate. Inoltre, una singola proteina 
può essere coinvolta in più di un processo (e, per contro, funzioni simili possono 
essere eseguite da proteine diverse). 
Tutto ciò risulta in una stima della complessità del proteoma di un ordine di 
grandezza maggiore rispetto a quella del genoma. 
1. .5.2 Lo studio dell'espressione genica mediante approcci di 
tipo globale 
Allo scopo di studiare i sistemi biologici nella loro complessità, piuttosto che come 
moltitudine di componenti individuali, sono state sviluppate tecnologie per lo studio 
del profilo di espressione genica globale in gradi di valutare, per ogni condizione 
sperimentale, la risposta di più molecole simultaneamente. 
Accanto alla proteomica (che approfondiremo ampiamente in seguito), sono state 
sviluppate in parallelo tecnologie per lo studio dell'espressione genica a livello 
deii'RNA trascritto. Queste permettono di identificare, e in parte di quantificare, i 
diversi mRNA che una cellula trascrive in un determinato momento, il cosiddetto 
"trascritto ma", nonchè di studiare le variazioni di espressione che si accompagnano a 
situazioni cellulari diverse. 
1..5.2.1. La tecnica SAGE 
La SAGE (Seria/ Analysis of Gene Expression) è una tecnica che permette una 
rapida e dettagliata analisi di migliaia di trascritti contemporaneamente [Velculescu 
VE et al, 1995], fornendo informazioni anche sulla loro abbondanza relativa. 
La SAGE si basa essenzialmente su due principi fondamentali. 
1. una corta sequenza nucleotidica (tag) di 9 o 10 basi sequenziata da un 
mRNA contiene informazione sufficiente per identificare il trascritto di 
origine in maniera univoca. Per esempio, una sequenza di 9 bp può 
distinguere tra 262.144 (49) trascritti se si ipotizza una distribuzione 
casuale dei nucleotidi a livello della tag. 
2. la concatenazione di queste brevi tags una dopo l'altra in un unico costrutto 
a DNA permette un'efficiente analisi dei trascritti in maniera seriale, grazie 
al sequenziamento delle tags multiple legate l'una all'altra dentro un unico 
clone. 
Un doppio filamento a cDNA viene sintetizzato dall'mRNA cellulare per mezzo di 
primer oligo(dT) biotinilati. L'estremità 3' del cDNA è quindi ancorata, tramite la 
biotina, ad una matrice di streptavidina. Il cDNA è quindi tagliato con un enzima di 
restrizione AE (anchoring enzyme) che riconosce sequenze bersaglio di 4 pala di basi 
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e che quindi, in linea teorica, dovrebbe tagliare la maggior parte dei trascritti almeno 
una volta (Figura 1.19, pannello A). 
Il cDNA ancorato, terminante al 5' con estremità adesive di sequenza dipendente 
daii'AE, viene quindi suddiviso in due frazioni e legato, attraverso questa estremità di 
sequenza nota, ad uno di due adattatori contenenti un sito di restrizione per un 
tagging enzyme (TE), un'endonucleasi di tipo 115 che taglia ad una distanza ben 
definita, fino ad un massimo di 20 basi, dal suo sito di restrizione asimmetrico, 
creando estremità nette e non sporgenti. 
In particolare, gli adattatori sono progettati in maniera tale che il taglio con il TE 
determini il rilascio dalla matrice di streptavidina di un doppio filamento di DNA con, 
nell'ordine, la sequenza di riconoscimento del TE, quella per I'AE e la piccola tag di 
cONA all'estremità 3' (Figura 1.19, pannello B). 
Dopo il taglio, le due frazioni vengono legate tra loro e utilizzate come stampo per 
una reazione di PCR (Figura 1.19, pannello C). Questo passaggio serve a diversi scopi, 
oltre che a permettere l'amplificazione delle sequenze tag necessaria al 
sequenziamento. Primo, fornisce un orientamento e una separazione delle sequenze 
tag in maniera molto ordinata e compatta. I prodotti di amplificazione contengono due 
tag (ditag) legati coda a coda e fiancheggiati dai siti per I'AE. Secondo, l'analisi dei 
ditag, che si sono formati prima dell'analisi di PCR, fornisce un mezzo per eliminare le 
distorsioni quantitative prodotte dalla PCR stessa. Poichè infatti la probabilità di due 
tag di essere accoppiate nello stesso ditag è piccola anche per trascritti molto 
abbondanti, i ditag ripetuti prodotti dalla PCR possono essere esclusi dall'analisi senza 
alterare in maniera significativa il valore quantitativo dei risultati finali dell'indagine. 
Il taglio dei prodotti di PCR con I'AE permette infine l'isolamento dei ditag che 
possono così essere concatenati per ligazione, clonati e sequenziati in un apposito 
vettore (Figura 1.19, pannello D). L'identificazione degli mRNA d'origine dei tag viene 
quindi effettuata attraverso ricerca in banca dati. 
Oltre che fornire informazioni quantitative sull'abbondanza dei trascritti noti, la 
SAGE è uno strumento utile per identificare l'espressione di nuovi geni. Infatti, anche 
se per la SAGE è di norma sufficiente considerare solo la sequenza di 9 nucleotidi, in 
realtà ogni tag definisce una sequenza più lunga di origine di 13 nucleotidi, quanto 
basta per effettuare una ricerca in una libreria a cDNA con l'oligomero di 13 basi come 
sonda radioattiva o una ricerca in banca dati sul DNA genomico. 
La combinazione di diversi enzimi con diversi siti di restrizione aggiunge grande 
flessibilità a questa tecnica, assicurando che tutti i trascritti di una cellula possano 
virtualmente essere identificati 
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Figura 1.19. Descrizione grafica schematizzata della tecnica SAGE. 
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1.5.2.2 I chip a DNA 
I chips a DNA, o DNA microarrays, sono il prodotto di una tecnologia miniaturizzata 
per l'analisi dell'espressione genica [Lockhart DJ et al, 2000]. Tale tecnologia 
permette l'analisi differenziale simultanea dell'espressione genica su ampia scala e ad 
alta resa, e consiste nella deposizione robotizzata su vetrino o su membrana di una 
griglia (array) molto densa e uniforme di targets di DNA. Tali griglie di DNA sono 
costituite da migliaia di sequenze geniche diverse, appartenenti ad un unico genoma, 
disposte in posizioni specifiche e strettamente ravvicinate sulla superficie del vetrino. 
Una volta che il supporto solido è così allestito, si procede all'ibridazione con le 
sonde di c-DNA ottenute da due diverse popolazioni cellulari: si inizia con l'estrazione 
dell'mRNA di entrambi i tipi cellulari. Ciascuno dei due mRNA viene separatamente 
retrotrascritto, incorporandovi nucleotidi marcati con sostanze diversamente 
fluorescenti: nell'esempio illustrato (Figura 1.20) il Cy3-dCTP per un tipo cellulare (a 
fluorescenza verde) e il CyS-dCTP per l'altro (a fluorescenza rossa). Si ottengono così 
due popolazioni di sonde di c-DNA differentemente marcati. Le due sonde fluorescenti 
sono mescolate insieme e simultaneamente messe ad ibridizzare sull'array in 
condizioni stringenti. 
L'eccitazione con il laser produce un'emissione con uno spettro caratteristico per 
ciascun fluorocromo, che viene misurata con un microscopio confocale a scansione 
laser: per ogni singolo target, l'intensità relativa delle due diverse emissioni 
fluorescenti è proporzionale alla quantità dello specifico trascritto nel campione 
biologico preso in esame. I targets che rappresentano geni la cui espressione è 
comune ad entrambi i tipi cellulari, mostreranno un colore intermedio tra rosso e 
verde (giallo-arancio, marroncino). L'intensità del segnale di ibridazione può essere 
usata per quantificare i livelli di espressione. 
I microarrays di DNA sono dunque sistemi ad alta processività che vengono 
utilizzati per valutare in una cellula i profili di espressione di migliaia di geni 
contemporaneamente, allo scopo di ottenere informazioni quantitative e qualitative di 
carattere globale in funzione di determinate condizioni fisiologiche e/o sperimentali 
[Hunt SP et al., 2000]. 
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Figura 1.20. Descrizione grafica schematizzata della tecnica del DNA microarray. 
1.5.3 L 'analisi proteomica 
A favore della proteomica vi è l'opinione di molti ricercatori secondo cui i livelli di 
mRNA, non solo non riflettono i livelli di espressione proteica finale [Gygi SP et al, 
1999; Pandey A et al, 2000], ma non ci indicano affatto la natura del prodotto 
funzionale proteico, cioè quell'effettore finale che, di fatto, determina il fenotipo finale 
di una cellula, di un tessuto, di un organismo. Al momento sappiamo ancora troppo 
poco sulla cellula per predire, ad esempio, quando un incremento dell'espressione di 
una particolare classe di mRNA sì realizzerà in un corrispondente incremento 
nell'espressione e nell'attività funzionale del prodotto proteico da questi codificato 
(Figura 1.21). 
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Figura 1.21. Il flusso dell'informazione dal DNA alle proteine è molto complesso e passa attraverso molti 
check-point di controllo e regolazione. 
Il futuro della ricerca in biologia molecolare sembra appartenere, quindi, alla 
proteomica. Solo le proteine forniscono un livello informativo che descriva 
complessivamente lo stato funzionale attuale di una cellula, piuttosto che quello 
potenziale indicato dall'analisi dell'mRNA o del DNA. Questo livello informativo include 
la quantità, le modificazioni, la localizzazione cellulare, la loro associazione con altre 
proteine o molecole biologiche e la struttura tridimensionale delle proteine. Di queste 
aree di studio si occupano tre branche dell'analisi proteomica definite expression 
proteomics, functional proteomics e structural proteomics. 
1.5.3.1 Expression proteomics 
L'expression proteomics è definito come lo studio del profilo di espressione proteica 
globale di una cellula o di un tessuto. Quando viene applicato allo studio delle 
differenze globali di espressione proteica tra due situazioni diverse, esso prende il 
nome di differential display proteomics e, di fatto, permette un'analisi delle differenze 
di espressione sia di tipo qualitativo che di tipo quantitativo. Può essere applicato, 
quindi, per studiare come vie metaboliche siano modificate da una malattia, come i 
farmaci o certi stimoli agiscano a livello cellulare, per identificare nuovi markers 
proteici associati ad una patologia. 
I vantaggi principali dell'expression proteomics sono la semplicità concettuale delle 
tecniche utilizzate e il fatto che questo tipo di indagine richiede poca o nessuna 
conoscenza "a priori" riguardo il proteoma oggetto di investigazione. Svantaggi sono 
invece il fatto che non tutte le proteine di interesse vengono identificate (per esempio 
quelle poco abbondanti) e che, per contro, molte delle differenze osservate possono 
non essere significative. E' indispensabile vagliare quali siano le differenze rilevanti tra 
pattern proteici prima di trarre conclusioni. 
1.5.3.2 Functional proteomics 
Il functional proteomics è lo studio di un sottogruppo delle proteine totali di un 
campione, sottogruppo isolato dal materiale di partenza grazie ad una caratteristica 
comune, come l'affinità per una determinata sonda proteica (Figura 1.22) o a DNA. In 
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particolare, un'applicazione di questa branca della proteomica è l'interaction (o ce/1-
mapping) proteomics, il cui scopo è individuare i partner di interazione di una 
determinata proteina. Ciò è importante per poter stabilire la sua funzione biologica e 
per eventuali scopi terapeutici. 
Le stesse tecniche utilizzate nell'expression proteomics possono essere applicate a 
questo scopo. Dapprima si fa una purificazione dell'intero complesso attraverso 
metodi basati, di solito, sull'affinità (come l'interazione delle varie specie proteiche 
con una proteina marcata come sonda), e quindi si procede con la separazione e 
l'identificazione delle componenti del complesso stesso. Ad esempio, già nel 1998 lo 
spliceosoma umano fu caratterizzato usando RNA biotinilato come esca per far 
assemblare il complesso [Neubauer G et al, 1998], e, più recentemente, 
l'identificazione delle proteine del complesso del poro nucleare di lievito ha permesso 
di delucidare la sua architettura molecola re [Rout MP et al, 2000]. 
Il vantaggio principale del functional proteomics è dato dal fatto che monitorare un 
basso numero di proteine è molto vantaggioso e rende più facile osservare differenze 
significative di espressione tra due situazioni. Inoltre, l'efficienza di rilevazione in 
questo tipo di approccio aumenta di molto, fino a rendere possibile l'identificazione di 
proteine presenti a bassissime concentrazioni nel campione (fino a quantità 
femtomolari) . Infine, la conoscenza di interazioni proteina-proteina aiuta a collocare 
nuove proteine nel loro ambito funzionale (vie biochimiche o complessi multiproteici). 
Lo svantaggio principale è rappresentato dalla necessità di un "punto di partenza", 
cioè un'assunzione riguardo al sistema dato; questa ipotesi può essere sbagliata e, 
comunque, rende l'approccio meno "a priori". Inoltre, richiede abilità in un ampio 
raggio di discipline. 
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Figura 1.22. Rappresentazione schematica di un tipico esempio di 
isolamento di complessi proteici attraverso l'ut ilizzo di proteine con tag. Il 
complesso proteico viene risolto attraverso analisi elettroforetica 
bidimensionale e ogni proteina viene identificata tramite spettrometria di 
massa. 
La ricerca di partners di interazione proteica attraverso l'utilizzo combinato 
dell'elettroforesi bidimensionale accoppiata alla spettrometria di massa sta 
soppiantando in questi ultimi anni il metodo del doppio ibrido [Fields S et al , 1989]. 
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1..5.3.3 Lo structural proteomics 
Esiste una terza branca, lo structural proteomics, il cui scopo è quello di 
determinare la struttura tridimensionale, a livello atomico, di tutte le proteine per 
meglio comprendere le relazioni tra sequenza amminoacidica, struttura e funzione 
proteica. Infatti, è proprio la struttura primaria di una proteina che determina la sua 
struttura tridimensionale, che a sua volta ne determina la funzione. Si potrebbe 
arrivare a classificare le proteine in famiglie strutturali e identificare le funzioni 
molecolari associate con ogni famiglia strutturale. 
Lo studio di tali relazioni è di grande interesse per l'industria farmaceutica. Le 
informazioni strutturali e funzionali sono, infatti, in grado di rivelare nuovi possibili 
bersagli molecolari per l'azione di farmaci, sia per omologia a siti già noti di altre 
proteine, sia grazie alla nuova identificazione di siti di interesse mediante metodi 
computazionali informatici che si basano sulle strutture proteiche stesse. 
Figura 1.23. Vista frontale del modello di struttura dell'intera subunità 
ribosomiale 30S di Thermus thermophilus, ad una risoluzione di 3 A. 
[Wimberly BT et al, 2000] . 
Uno dei problemi di questa branca è che ancora oggi i programmi informatici 
disponibili non sono in grado di predire la struttura e la funzione di una proteina, o le 
vie metaboliche in cui essa potrebbe essere coinvolta, o la sua sensibilità a 
determinati farmaci, a partire solo dalla sua sequenza primaria. Nonostante il 
continuo sviluppo di nuovi algoritmi computazionali, lo structural proteomics rimane 
una scienza quasi del tutto empirica, basata su tecniche di cristallografia e di NMR, in 
cui la determinazione della struttura tridimensionale di una proteina viene generata 
solo alla fine di una gran mole di lavoro, il cui collo di bottiglia rimane la necessità di 
produrre e di purificare all'omogeinità una grossa quantità di proteina, rigorosamente 
allo stato nativo e correttamente ripiegata. 
Questo è il motivo per cui sono note, ad oggi, centinaia di migliaia di sequenze 
amminoacidiche ma sono state determinate "solo" circa 18000 strutture 
tridimensionali. 
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Esistono diverse strategie per l'analisi proteomica come l'abbiamo definita: quella 
da noi scelta è l'elettroforesi bidimensionale associata alla spettrometria di massa. 
1.5.4 L 'elettroforesi bidimensionale 
Questa tecnica richiede una opportuna sequenza di fasi sperimentali, 
schematizzate nella Figura 1.24. 
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Figura 1.24. Rappresentazione schematica delle fasi dell'anal isi proteomica, condotta attraverso 
elettroforesi bidimensionale, allo scopo di confrontare due condizioni cellulari diverse. 
1.5.4.1 La preparazione del campione biologico 
Una delle fasi più critiche nella proteomica è la preparazione della miscela di 
proteine da separare. Il campione biologico di partenza può essere diverso (da una 
biopsia umana a una linea cellulare in coltura, da un brodo di batteri a un fluido 
corporeo) e il metodo di preparazione varia molto in virtù anche delle fasi successive 
cui deve essere sottoposto. 
In ogni caso, il trattamento del campione è condotto rapidamente per evitare 
artificiose modificazioni proteiche, lavorando sempre a basse temperature, in 
presenza di agenti riducenti (DTI), di inibitori di proteasi (PMSF e cocktails 
commerciali), e di inibitori di fosfatasi (fluoruro di sodio). Inoltre, vista la compatibilità 
con l'elettroforesi bidimensionale, la presenza di detergenti privi di carica (CHAPS) e 
di agenti denaturanti (UREA) proteggerà ulteriormente i campioni dalla degradazione 
e li preparerà alle fasi successive dell'analisi. 
1.5.4.2 La separazione delle proteine attraverso elettroforesi 
bidimensionale 
L'elettroforesi bidimensionale su gel di poliacrilammide (2D-PAGE) è, ad oggi, il 
metodo di separazione e di visualizzazione delle proteine di gran lunga più utilizzato, 
sia come strumento analitico che come mezzo di analisi preparativa nell'ottica 
dell'identificazione successiva delle proteine di interesse mediante spettrometria di 
massa. 
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Nonostante l'elettroforesi bidimensionale presenti alcuni limiti nel suo utilizzo, 
come vedremo più avanti, e sebbene si stiano sviluppando nuove tecniche per la 
separazione di miscele proteiche complesse, questa strategia rimarrà a lungo 
insostituibile negli studi di proteomica per i suoi costi relativamente bassi e per la 
riproducibilità dei suoi risultati. 
Sebbene sia stata sviluppata per la prima volta nel 1975 da O'Farrel PH [O'Farrel 
PH, 1975), questa tecnica, ai suoi esordi, risultava inadatta a produrre dati rilevanti e 
riproducibili, che si ottennero solo in seguito, negli anni '80, con la messa a punto del 
gradiente di pH immobilizzato per la prima dimensione [Bjellqvist B et al, 1982]. 
La 20- PAGE consente di separare le miscele proteiche complesse in due passaggi, 
chiamati tecnicamente prima e seconda dimensione. 
Nella prima fase di separazione le proteine vengono separate in base al loro punto 
isoelettrico. 
I campioni proteici solubilizzati in un tampone contenente detergenti non ionici 
sono assorbiti da un gel di poliacrilammide di forma allungata (7, 13, 18 o 24 cm di 
lunghezza per 1 mm di larghezza) adagiato su un supporto rigido (la cosiddetta strip) 
(Figura 1.25). Il gel presenta un gradiente di pH immobilizzato che può variare da 
stretto (l unità di pH) ad ampio (fino a 7 unità di pH). Tale gradiente viene generato 
grazie all'azione tampone di derivati dell'acrilammide noti come "Immobiline" che 
sono copolimerizzati nella matrice del gel quando la strip viene prodotta [Righetti PG, 
1990]. L'isoelettrofocalizzazione avviene quindi su un gradiente immobilizzato di pH. 
Figura 1.25. La successione di operazioni manuali necessarie al caricamento del campione per la prima 
dimensione: deposizione del campione nello strlp ho/der, preparazione e deposizione della strip sul 
campione, deposizione di un liquido Isolante (cover f/utd) e chiusura dello strip ho/der. 
le proteine sono molecole anfotere con gruppi acidi e basici. Questi sono protonati 
o deprotonati a seconda del pH dell'ambiente, A pH basico i gruppi acidi si caricano 
negativamente e a pH acido l gruppi basici si caricano positivamente. La carica netta 
di una proteina è la somma di tutte le cariche positive e negative presenti sui gruppi 
laterali amminoacidicl. Il valore di pH dell'ambiente In cui la carica netta della proteina 
è zero viene definito come il punto isoelettrico (pl) della proteina stessa. 
Quando una proteina si trova ad un pH inferiore a tale valore ha carica positiva, e 
se viene applicato un campo elettrico essa inizia a migrare verso l'elettrodo di segno 
opposto (il catodo). Se in questa migrazione la proteina incontra un gradiente di pH 
crescente, nel punto in cui il pH sarà uguale al suo punto pi la proteina si fermerà 
essendo priva di carica. Se dovesse diffondere via da tale posizione, si caricherà di 
nuovo e migrerà indietro al suo pl. Un ragionamento analogo si può fare ipotizzando 
che la proteina si trovi inizialmente ad un pH superiore al suo pl. 
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Il risultato è lo stesso, cioè quell'effetto di "focalizzazione" che determina l'altissima 
risoluzione e riproducibilità di questa tecnica (Figura 1.26). 
Figura 1.26. Rappresentazione grafica dell'effetto di 
lsoelettrofocalizzazione. 
Nella seconda fase dell'elettroforesi bidimensionale, perpendicolare alla prima, le 
proteine vengono separate in base alla loro massa apparente come in una normale 
elettroforesi su gel di SDS-poliacrilammide (SDS-PAGE). 
La strip con le proteine isoelettrofocalizzate viene innanzitutto equilibrata in un 
tampone contenente ditiotreitolo (DTI, che ha lo scopo di garantire una completa 
riduzione dei ponti disolfuro proteici) e sodio dodecilsolfato concentrato (SDS, che ha 
lo scopo di rimpiazzare il CHAPS utilizzato nella prima dimensione, garantendo così 
una carica netta negativa a tutte le proteine, anche quelle con p! basico). Quindi, una 
seconda fase di equilibrazione in presenza di iodoacetamide carbossiamidometila 
gruppi tiolici liberi, impedendo così la riossidazione di questi a ponti disolfuro. 
Figura 1.27. Rappresentazione grafica dell'equilibrazione con SDS 
Una volta equilibrata, la strip viene posizionata sopra un gel SDS-PAGE verticale, 
preparato senza pettine, e viene sigillata su quest'ultimo versando dell'agarosio. Una 
volta gelificato l'agarosio, il gel viene collocato nella vasca elettroforetica dove, come 
ben noto, una volta applicato il campo elettrico tutte le proteine, complessate all'50S 
in un rapporto di circa 1.4 g SDS/ g proteina [Ibel K et al, 1990], migrano verso 
l'anodo con una mobilità elettroforetica dipendente quasi esclusivamente dalla loro 
massa. 
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Figura 1.28. Rappresentazione grafica della separazione di proteine in seconda dimensione. 
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1..5.4.3 Il risultato e la sensibilità 
Il risultato dell'elettroforesi bidimensionale è, dopo colorazione con Blue di 
Coomassie o con argento, un pattern bidimensionale di macchie (gli spot proteici); 
ogni spot corrisponde, in linea di principio, ad una singola specie proteica. Inoltre, 
poichè le modificazioni post-traduzionali, come fosforilazioni e glicosilazioni, 
influenzano il punto isoelettrico della proteina, questa tecnica consente di separare 
anche forme diverse di una stessa proteina per le modificazioni presenti (ne risulta, 
ad esempio, il caratteristico trenino di spot affiancati nel caso di una proteina con più 
isoforme diversamente fosforilate). 
+ 
Figura 1.29. A sinistra, un esempio di gel bidimensionale : 
diverse migliaia di proteine possono essere separate, 
visualizzate e conservate in un gel. A destra, un esempio di 
una proteina che presenta un numero variabile di 
fosforilazioni. 
Le tecniche di colorazione dei gel più utilizzate sono due: la colorazione in Blue di 
Coomassie [Neuhoff V et al, 1988] e la colorazione argentica [Switzer RC et al, 1979]. 
La prima è una tecnica poco costosa, che permette una buona quantificazione delle 
specie proteiche; è semplicissima da eseguire ed è compatibile con le metodiche 
successive di spettrometria di massa. Ha il problema di essere poco sensibile (limite di 
rilevabilità, LOD, di circa 100 ng di BSA), ma poichè una proteina visibile in coomassie 
è sicuramente identificabile attraverso spettrometria di massa, la colorazione 
coomassie viene utilizzata spesso in fase preparativa. 
La colorazione argentica (silver staining) è invece 100-1000 volte più sensibile 
(LOD 0.5-1 ng), e viene per questo utilizzata principalmente nella fase analitica di 
messa a punto del sistema bidimensionale. Può essere comunque resa compatibile 
alla spettrometria di massa [Yan JX et al, 2000] anche se spesso sono necessari più 
spot della stessa specie proteica per una corretta identificazione (10-20 ng). Ha lo 
svantaggio di essere tecnicamente più complicata e di avere dei limiti come strumento 
di quantificazione proteica. 
Tipicamente, un gel 2D-PAGE standard con un range di isoelettrofocalizzazione da 
13 cm da pH 3 a 10 permette di visualizzare con 50 I.Jg di estratti proteici cellulari fino 
a circa 1000 spot dopo silver staining [Gygi SP et al, 2000]. 
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1.5.4.4 I limiti della tecnica 
L'analisi proteomica eseguita attraverso 2D-PAGE è una tecnica sensibile e 
riproducibile utilizzata ormai in molti laboratori. Nonostante questo, rimangono dei 
dubbi sulla sua abilità di caratterizzare tutti gli elementi di un proteoma. 
Idealmente, ogni proteina espressa da una cellula potrebbe essere identificata. Allo 
stato corrente della tecnologia ciò è ancora impossibile. Utilizzando tecniche di 
marcatura radioattiva o di colorazione argentica e caricando 10 mg di proteine totali 
(equivalenti a 108 cellule di linfoma) possono essere visualizzate proteine presenti fino 
a solo 300 copie per cellula. [Hoving S et al, 2000] . Da un punto di vista pratico, 
questa tecnica può essere utilizzata di routine per identificare solo proteine espresse a 
livelli medi o alti. Di fatto non è possibile rilevare le proteine meno abbondanti, come 
quelle presenti in 1-10 copie per cellula. [Gygi SP et al, 2000]. Per aumentare la 
sensibilità, è necessario ridurre la complessità degli estratti proteici adottando 
tecniche di subfrazionamento cellulare ed effettuare le isoelettrofocalizzazioni in 
intervalli di pH più stretti. 
Non sempre ad uno spot corrisponde una sola specie proteica. Fino a 6 diverse 
specie sono infatti state identificate finora in un unico spot colorato con argento [Gygi 
SP et al, 2000] . 
Le proteine particolarmente idrofobiche come quelle di membrana non migrano 
facilmente in prima dimensione e vanno perse nella fase di isoelettrofocalizzazione. Se 
si stima che circa il 30% delle proteine totali fanno parte di questa classe [Paulsen IT 
et al, 1998] e si valuta l'importanza del loro ruolo nella trasduzione del segnale, 
nell'adesione cellulare o nel trasporto di ioni e metaboliti, si capisce la necessità di 
risolvere questo problema. 
Infine, anche le proteine di dimensioni particolarmente grandi, sopra i 150 kDa, 
non focalizzano bene con questa tecnica. 
1.5.5 L 'analisi dei profili proteici 
Poichè i profili risultanti dall'elettroforesi bidimensionale sono molto complessi, per 
confrontare profili derivanti da campioni diversi è necessario l'utilizzo di strumenti 
informatici disponibili commercialmente. Essi permettono di individuare le specie 
proteiche differenzialmente espresse sia dal punto di vista qualitativo che quantitativo 
o che hanno subito modifiche post-traduzionali. 
L'analisi dell'immagine è senz'altro, dopo la fase di preparazione del campione, il 
secondo collo di bottiglia dell'analisi bidimensionale, visto che molte operazioni vanno 
eseguite ancora in modo manuale. 
I n breve, i gel sono convertiti, con uno scanner, in immagini digitali, di solito in 
immagine TIF a 16 bit in scala di grigi. Per ogni gel il software esegue 
un'identificazione semi-automatica degli spot che è seguita da una lunga fase 
manuale di controllo in cui gli spot possono essere aggiunti, cancellati, modificati o 
divisi (Figura 1.30). 
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Figura 1.30. L'identificazione degli spot di due gel da confrontare con il software Image 20 Master 
(Amersham Pharmacia). 
A questo livello, lo strumento calcola l'intensità assoluta di ogni specie proteica 
assegnandole un valore numerico; tipicamente, viste le differenze nelle quantità totali 
di proteine tra gel diversi, si rende necessaria una fase di normalizzazione in seguito 
alla quale tali valori di intensità divengono confrontabili e quindi utilizzabili per lo 
studio di differenze di espressione quantitativa. 
Si può quindi procedere al confronto tra due o più gel, il matching, e 
successivamente allo studio delle differenze quantitative e qualitative. Il matching 
viene eseguito manualmente e richiede molto tempo, anche se i programmi 
attualmente disponibili possono aiutare l'operatore con interfacce molto intuitive e 
facili da usare. 
Fìgura 1.31. Matching degli spot e analisi quantitativa con 11 software Melanie (Geneva Bioinformatics SA -
GeneSio). 
53 
Introduzione 
Solo a questo punto, l'analisi statistica sulle differenze di intensità calcolate ci 
indica quali sono le proteine significative che possono essere escisse dal gel ed 
indirizzate alla spettrometria di massa per l'identificazione. 
Statistica! analysis 
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Figura 1.32. Dal confronto tra due situazioni si può stabilire un limite di confidenza oltre il quale le 
variazioni di espressione proteica possono essere considerate significative. Solo gli spot corrispondenti 
vengono quindi escissi dal gel per le successive analisi. 
1.5.6 La spettrometria di massa 
Il sequenziamento proteico di Edman [Edman P et al, 1967] è stato per anni il 
metodo principale per identificare una proteina. In realtà il metodo è piuttosto lento 
(uno o due peptidi al giorno) e relativamente poco sensibile (sono necessarie picomoli 
di proteina) [Pappin DJC et al, 1996]. Per questo, grazie all'introduzione di nuovi 
metodi di ionizzazione dedicati, le tecniche di spettrometria di massa sono diventate 
ora il metodo di routine per il sequenziamento proteico. 
La spettrometria di massa è una tecnica analitica che misura il peso molecolare di 
una molecola sulla base del movimento della particella carica in un campo elettrico o 
magnetico. Lo strumento che permette questo è chiamato spettrometro di massa 
(MS) ed è costituito da tre parti principali: 
• L'area dove vengono prodotti gli ioni (ion source) . 
Attualmente due sono le principali sorgenti di ionizzazione, il MALDI (Matrix-
Assisted Laser Desorption-Ionization) e l'ESI (Eiectrospray) . 
• La zona in cui questi vengono separati (analyzer). 
Gli analizzatori più utilizzati in ricerca sono il TOF (Time Of Aight), il quadrupolo, 
la trappola ionica, il FT-ICR ed altri. 
• Il sistema di rilevazione (detector) . 
Sebbene possano esistere diverse combinazioni con cui possono essere associate le 
sorgenti ioniche e gli analizzatori, il principio di base degli spettrometri di massa 
rimane sempre lo stesso: il campione viene evaporato nel vuoto ed esposto ad alti 
voltaggi per convertire le molecole in ioni in fase gassosa. Questi ioni sono quindi 
accelerati attraverso l'analyzer, che li separa in virtù del loro rapporto carica/ massa 
(z/m), verso il detector, che registra il loro impatto producendo dei picchi sullo spettro 
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di massa. La massa della molecola può quindi essere calcolata dal rapporto z/m dei 
suoi ioni derivati. 
Un approfondimento delle tecniche di spettrometria di massa esula dagli scopi di 
questa tesi; verrà approfondito solo il funzionamento dello spettrometro di massa 
utilizzato per il lavoro di questa tesi, il MALOI-TOF. 
1.5.6.1 Il MALO I-TOF 
Il sistema dì ìonìzzazìone MALO! fu introdotto da Karas e Hillenkamp nel 1988 
come una tecnica in grado di ionìzzare delicatamente e velocemente macromolecole 
biologiche in maniera molto sensibile [Karas M e Hillenkamp F, 1988]. 
Gli ioni vengono prodotti mescolando l'analita con una piccola molecola organica in 
grado di assorbire la luce alla lunghezza d'onda del laser, la matrice. Le matrici più 
utilizzate per la ionizzazione di proteine sono l'acido a.-cìano-4-idrossicinnamico, 
l'acido 2,5-diidrobenzoico e l'acido sinapinico [Beavis RC et al, 1996]. 
L'analita incorporato nella matrice viene quindi irradiato con brevi impulsi laser di 3 
ns ad una lunghezza d'onda UV tipicamente di 337 nm. Sebbene il meccanismo non 
sia ancora del tutto chiaro, questo impulso laser causa la sublimazione della miscela 
matrice-analita nel vuoto mantenuto dallo strumento (circa 10-6 torr) e la ionizzazione 
dell'analita per protonazione. Il MALO! produce quasi esclusivamente specie ioniche a 
singola carica. 
Matrice-H+ + Analita 
' Laser 
Matrice + Analita-H+ 
I pacchetti di ioni generati ad ogni impulso vengono quindi accelerati con voltaggi 
dell'ordine di decine di kV e guidati nell'analizzatore, dove vengono separati in base al 
loro rapporto carica/massa (Z/m). 
Abitualmente, per la separazione e la risoluzione degli ioni generati da un MALDI si 
utilizza un analizzatore TOF. In un analizzatore TOF (Time Of Flight) la misura della 
massa degli ioni viene effettuata sulla base del tempo che questi impiegano 
nell'attraversare la zona di volo dalla zona di ionizzazione al detector. Poichè infatti gli 
ioni vengono accelerati da un breve voltaggio costante, questi acquisiscono una 
velocità iniziale che dipende solo dal loro rapporto z/m. Poìchè la "distanza di volo" 
(tra la zona di alto voltaggio e il detector) è costante, il "tempo di volo" TOF dello ione 
è proporzionale al rapporto z/m, in particolar modo alla radice quadrata del suo valore 
inverso secondo la formula: 
tof = k~ 1 
z / m 
Il più semplice analizzatore TOF è di tipo lineare, in cui la velocità acquisita 
inizialmente dagli ioni viene mantenuta fino all'impatto con il detector. In questi 
analizzatori, la risoluzione migliora con la lunghezza del percorso che gli ioni 
compiono. 
Negli ultimi dieci anni, la sensibilità degli strumenti di spettrometria di massa è 
aumentata di diversi ordini di grandezza [Pandey A et al, 2000] : si stima che il limite 
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inferiore di sensibilità di un MS sia dell'ordine di femtomoli di proteina depositata sulla 
matrice. 
1.5.6.2 L 'identificazione delle specie proteiche isolate 
La via più facile e veloce per identificare proteine isolate da gel è il peptide mass 
fingerprinting (PMF), che fu introdotto nel 1993 da quattro gruppi indipendenti, tra cui 
Mann M et al (1993). 
Lo spot di gel contenente la proteina di interesse è escisso dal gel e la proteina è 
digerita dentro il gel stesso con un enzima proteolitico, tipicamente tripsina. I prodotti 
di taglio, i peptidi, sono quindi eluiti dal gel e analizzati mediante spettrometria di 
massa (Figura 1.33). 
Lo spettro di massa con le masse accurate dei peptidi è quindi confrontato, 
utilizzando opportuni software, con gli spettri di peptidi ottenuti teoricamente dalla 
digestione di proteine note e presenti nelle banche dati informatiche. Poichè i siti di 
taglio della tripsina sono noti, le masse dei peptidi triptici teorici possono infatti essere 
generate e confrontate con quelle determinate sperimentalmente. Se un numero 
sufficiente di masse dei peptidi corrisponde a quelle teoriche, l'identificazione della 
proteina può essere considerata ottenuta con gran confidenza. 
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Figura 1.33. Pannello A. Proteine diverse producono spettri di digestione triptica diversi in analisi 
MS. Pannello B. Una porzione dello spettro di massa dell'anidrasi carbonica II digerita con 
tripsina, utilizzato come taratura in spettrometria di massa. Pannello C. Un esempio reale di 
spettro MALDI-TOF ottenuto da uno spot proteico digerito con tripsina. 
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Di solito l'analisi di PMF è sufficiente per una identificazione non ambigua della 
proteina presente nello spot. Talvolta però non si trova una corrispondenza di questo 
tipo e si rende necessaria la conoscenza di ulteriori informazioni : in particolar modo è 
necessaria la conoscenza di almeno parte della sequenza dei peptidi. La sequenza 
amminoacidica è infatti altamente discriminante e permette un'identificazione certa 
della specie proteica in esame. 
In questo caso, durante l'analisi, un peptide può essere selezionato dallo spettro, 
frammentato nello strumento, e le masse dei frammenti ottenuti possono venire 
determinate (tandem mass spectrometry, o MS/MS). Queste masse sono indicative 
proprio della sequenza amminoacidica interna al peptide stesso (tag) e possono 
essere usate per generare una porzione di sequenza. Le due informazioni, massa dei 
peptidi triptici e sequenze interne, sono a questo punto tutto ciò che serve per 
identificare la proteina di origine attraverso ricerca in banca dati (Figura 1.34). 
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Figura 1.34. Tandem mass spectrometry. Uno dei peptidi 
triptici v iene selezionato, frammentato nello strumento e le 
differenze delle masse dei frammenti ottenuti ut ilizzate per 
dedurre la sequenza amminoacidica del peptide stesso. 
Pannello A. Uno schema del procedimento. Pannello B. Una 
delle interfacce informatiche utilizzate per il calcolo delle 
masse triptiche teoriche. Pannello C: un esempio dello spettro 
di frammentazione che si ottiene dal peptide DESAEA. 
-
Oltre all'identificazione della specie proteica, la spettrometria di massa permette di 
determinare altre caratteristiche di un peptide, come ad esempio la presenza di 
legami disolfuro, di glicosilazioni, di acilazioni o di fosforilazioni. 
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Capitolo 2 - MATERIALI E METODI 
2.1 Principali soluzioni utilizzate 
Tabella 2.1. Le soluzioni utilizzate negli esperimenti sono riportate nella seguente tabella. 
SOLUZIONI COMPOSIZIONE 
Soluzione di fissaggio 
Acido acetico glaciale 5% (v/v) 
Metanolo 45% (v/v) 
Soluzione di sensibilizzazione Tiosolfato di Sodio 0.02% (p/v) 
cv Soluzione argentica AgN03 0.1% (p/v) c: 
oro 
Na2C03 Anidro 2% (p/v) ·- u N ·- Soluzione di sviluppo ro...., '- c: Formaldeide 0.04% (v/V) o cv 
- 01 o '-
Soluzione di bloccaggio Acido acetico glaciale 1% (v/v) Uro 
Coomassie Brillant Blue R-250 0.06% 
Soluzione Coomassie 
(p/v) 
CVQJ Acido acetico glaciale 7% (v/v) c: ._ 
o Vl 
Metanolo 52% (v/ v) ·- Vl N ro ~ E Soluzione di decolorazione e fissaggio Acido acetico glaciale 10% (v/v) o o 
o o 
(fixing and destaining) uu Metanolo 50% (v/v) 
Hepes 10 mM 
NaCI400 mM 
Tampone T2 
MgCI2 1.5 mM 
Estratti nucleari 
EDTA 0.1 mM 
PMSF 0.5 mM pH 7.9 
Leupeptina 2 g/ml 
Pepstatina 2 g/ml 
QJ Hepes 10 mM 
c KCI10 mM 'Q) 
...... 
o MgCI2 0.1 mM '- Tampone T1 c. 
QJ 
Estratti citosolici 
EDTA 0.1 mM 
c 
o PMSF 0.5 mM pH 7.9 
N 
ro Leupeptina 2 g/ ml '-...... 
Vl 
Pepstatina 2 g/ ml w 
cv Urea 8M ·- ro Vlc: 
CHAPS 2% (p/ v) ~o Prima dimensione: .E ·v; 
o c 
Tampone di reidratazione 
IPG Buffer pH 3- 10 L 0.5% (v/v) 
'- cv ~E Blu di Bromofenolo pochi grani cv ·-- 'O w ·- DTT 20 mM ..0 
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SOLUZIONI COMPOSIZIONE 
Tris HCI 50 mM, pH 8.8 
Urea 6M 
Seconda dimensione: Glicerolo 30% (v/ v) 
Tampone di eqilibrazione I SDS 2% (p/v) 
Blu di Bromofenolo pochi grani 
DTT 65mM 
Tris HCI 50 mM, pH 8.8 
Urea 6M 
Seconda dimensione: Glicerolo 30% (v/ v) 
Tampone di eqilibrazione II SDS 2% (p/ v) 
Blu di Bromofenolo pochi grani 
Iodoacetamide 135mM 
Tris 48 mM 
Soluzione di trasferimento 
Glicina 39 mM 
SDS 1.3 mM 
... o Metanolo 20% (v/V) 
.o Latte scremato in polvere 5% (p/V) 
c Soluzione di saturazione .... Tween-20 0.1% (v/V) in PBS QJ .... 
~ Ponceau S 0.2 mM 
3: Soluzione Rosso Ponceau S 
Acido tricloroacetico 25 mM 
Elettroforesi SDS-PAGE e 20-PAGE: 
Tris 25 mM 
Running buffer 
Glicina 192 mM 
SDS 0.1% (p/V) 
Tris-HCI 250 mM, pH 6.8 
Elettroforesi SDS-PAGE: 
SDS 8% (p/V) 
Tampone Laemmli 4X 
Glicerolo 40% (v/ v) 
Blu di bromofenolo 0.08% (v/V) 
~-Mercaptoetanolo 20% (v/V) 
NaCI137 mM 
KCI 2.7 mM 
PBS (Phosphate Buffer Saline) NazHP04.7Hz0 4.3 mM 
KHzP04 1.4 mM 
pH 7.2 
Abbreviazioni: PEG (Polietilenglicole), EDTA (Acido etilendiaminotetracetico), DTT 
(Ditiotreitolo), TRIS (Tris-[idrossimetil]-aminometano), SDS (Sodio dodecilsolfato), 
Hepes (Acido N-[2-idrossietil]-piperazinii-N'-[2-etansulfonico]), PMSF 
(Fenilmetilsulfonilfluoruro). 
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2.2 Modello "in vitro" 
2.2.1 Colture cellulari 
Come modello sperimentale in vitro è stata utilizzata una linea cellulare di 
epatocarcinoma umano, le HepG2 (ATCC) (Figura 2.1). Esse sono ampiamente 
utilizzate in ricerca come modello di epatocita umano poichè mantengono molte delle 
funzioni di una normale cellula epatica (ad es. risposta ad ormoni e citochine e 
secrezione di proteine del plasma e lipoproteine). 
Questa linea cellulare cresce in monostrato in terreno DMEM (Dulbecco's Modified 
Eagle's Medium) addizionato di siero fetale bovino (FCS) 10% (p/ p), 5 mM 
glutammina e antibiotici (streptomicina e penicillina) a 37°C in atmosfera al 5% di 
co2. 
Figura 2.1. Immagine al microscopio ottico di 
cellule HepG2 in coltura. 
2.2.2 Trattamento delle cellule con perossido di idrogeno 
Il giorno precedente l'esperimento, le cellule sono state depositate in una piastra di 
dimensioni opportune per il t ipo di analisi da effettuarsi in seguito e in numero tale da 
raggiungere, per l'indomani, una confluenza del 60%-70%. 
Dopo un lavaggio con PBS, le cellule sono state mantenute in assenza di siero per 
un'ora prima del trattamento con H20 2. Esse sono state dunque incubate, per il tempo 
stabilito, a 37°C in atmosfera al 5% di C02, in presenza di terreno di coltura senza 
siero contenente H20 2 alla opportuna concentrazione finale. 
2.2.3 Saggi di vitalità cellulare 
2.2.3.1 Saggio del Trypan Blue 
Dopo il trattamento con H202, le cellule sono state lavate con PBS, tripsinizzate e 
raccolte per centrifugazione a 500 g per 5 minuti. Il pellet è stato risospeso in 5 mi di 
PBS (Tabella 2.1) e un'aliquota di questo (circa 100 Ili) è stata mescolata ad un ugual 
volume di soluzione Trypan Blue 0.4%, che colora solo le cellule morte. 
Mediante conta cellulare, utilizzando la cameretta di Thoma come riferimento 
visivo, e' stata calcolata la percentuale di cellule morte rispetto al totale. 
2.2.3.2 Saggio del sale di tetrazolio (MTT) 
Il metodo con sale di tetrazolio [Denizot F e al , 1986] sfrutta la caratteristica di 
questa sostanza, solubile in acqua, di formare, dopo riduzione enzimatica, una 
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sostanza viola insolubile, chiamata formazan. Tali sali vengono captati dalle cellule e, 
in presenza di un efficiente attività ossidoreduttasica cellulare, viene prodotto 
formazan che precipita dentro le cellule. Questo fenomeno è utilizzato come indice 
dell'attività ossidoreduttasica e quindi della vitalità cellulare. 
Per eseguire questo tipo di saggio, il giorno prima dell'esperimento, le cellule sono 
state depositate su piastre da 96 pozzetti. Al termine del trattamento con H20 2, le 
cellule sono state lavate con PBS e incubate, a 37°C in atmosfera al 5% di C02, in 
DMEM senza siero addizionato con MTT 0,5 mg/ml per 3 h (tempo sufficiente affinchè 
le cellule esplichino la loro attività ossidoreduttasica e riducano I'MTT). Esse sono 
state quindi lisate in situ con 100 JJ.I di DMSO (dimetilsulfossido). Mediante una lettura 
calorimetrica della piastra da 96 pozzetti con lettore ELISA è possibile quantificare la 
produzione di formazan, e quindi valutare la vitalità cellulare. 
2.2.4 Misura del glutatione totale 
La quantità di glutatione totale intracellulare è stata misurata mediante il metodo 
di Griffith [Griffith OW, 1980]. 
Il giorno prima dell'esperimento 1-1.5 x 106 cellule sono state depositate in 
pozzetti da 60 mm. Dopo il trattamento con H20 2, le cellule sono state lavate con 
PBS, tripsinizzate e raccolte per centrifugazione a 500 g per 5 minuti. Il pellet è stato 
risospeso in 1 mi di PBS. Una aliquota di circa 50 J.!l è stata utilizzata per misurare il 
contenuto di proteine totali secondo il metodo dell'acido bicinconinico [Smith PK et al, 
1985]. La restante quota di cellule è stata nuovamente centrifugata a 800 g per 5 
minuti, e i pellet risultanti sono stati trattati con 300 JJ.I di acido perclorico al 3 % 
(v/v) e lasciati in ghiaccio per 15 minuti. I campioni sono stati quindi centrifugati a 
10000 g per 5 minuti, i pellet scartati e il surnatante trattato con trietanolamina (10% 
v/v) per neutralizzare il pH (7.0-7.5). Il glutatione totale è stato misurato come 
prodotto di una reazione enzimatica in cui esso è prima ossidato dall'acido 5,5'-
ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) e quindi ridotto dal NADPH in presenza dell'enzima 
glutatione reduttasi. 
2.2.5 Misura dei gruppi sulfidrilici proteici 
I tioli proteici sono stati misurati come descritto da Di Monte [Di Monte D et al, 
1984]. 
Circa 106 cellule trattate con H20 2 sono state raccolte. I pellet sono stati trattati 
con 1 mi di acido perclorico al 5% (v/v) e lasciati in ghiaccio per 20 minuti. Dopo 
centrifugazione a 10000 g per 5 min, i pellet sono stati risospesi in 2.5 mi di una 
soluzione 0.5 M Tris-HCI (pH 8.8), 5 mM EDTA, 1% (p/v) SDS e suddivisi in 2 aliquote 
di 1 mi ciascuno. 
Una aliquota è stata trattata per 10 min con N-etilmalemide (NEM) 25 mM ed è 
stata usata allo spettrofotometro come bianco. L'altra aliquota è stata trattata con 
acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) 250 JJ.M e ne è stata misurata l'assorbanza 
a 412 nm contro il bianco corrispondente. La quantificazione è stata eseguita 
confrontando i valori ottenuti con quelli di una curva standard di riferimento derivante 
dall'utilizzo di quantità note di glutatione ridotto. 
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2.3 Modello n;n vivo" 
2.3.1 Il trapianto 
Per una migliore comprensione del paragrafo successivo, è stato inserito un 
paragrafo per descrivere le principali fasi del trapianto di fegato. 
Il trapianto di fegato, anche detto OLT (orthotopic liver transplantation), consiste 
nell'innestare il fegato di un paziente a cuore battente ma cerebralmente morto, in un 
paziente portatore di epatopatia grave ed irreversibile, nella stessa sede anatomica. 
Il trapianto ha inizio con l'asporto del fegato da un donatore. Durante questa fase 
l'organo viene preparato per la successiva fase di preservazione durante il trasporto. 
Tale fase è un punto cruciale del trapianto poichè il parenchima epatico è molto 
sensibile ai danni da ischemia. Una condizione di ipotermia riduce l'entità del danno. 
Mediante incannulazione dell'aorta addominale, il fegato viene fatto perfondere con 
opportuni "liquidi di perfusione" che eliminano il sangue dal sistema vascolare. Queste 
soluzioni, che si conservano a 2°- 8° C, vengono lasciate nell'apparato vascolare 
dell'organo durante la conservazione ipotermica e il trasporto. Il corretto utilizzo della 
soluzione alle temperature raccomandate consente di raffreddare efficacemente 
l'organo e quindi di ridurre le sue richieste metaboliche. La soluzione utilizzata per 
questi trapianti si chiama Celsior® e contiene mannitolo, acido lactobionico, acido 
glutammico, istidina, diversi sali, glutatione ridotto e acqua. 
Per velocizzare il processo di raffreddamento, durante le prime fasi dell'operazione 
chirurgica, viene posto del ghiaccio nella cavità addominale del donatore. 
A questo punto si può procedere all'occlusione dei vasi che irrorano il fegato, e 
all'asporto dell'organo. L'organo perfuso viene posto in appositi recipienti che 
mantengono costante la temperatura interna, in 1 litro di soluzione di perfusione 
ghiacciata. 
All'arrivo nella sala operatoria dove awerrà il trapianto, l'organo viene prelevato 
dal liquido di conservazione ed ha inizio una fase chiamata di chirurgia di banco, 
durante la quale il fegato, sempre mantenuto a 4°C, ed i suoi vasi vengono preparati 
per l'impianto. 
Si procede quindi con l'intervento chirurgico nel ricevente, che consiste 
nell'asportazione del fegato malato - l'epatectomia - e nell'impianto del nuovo fegato. 
Durante la fase in cui l'organo viene collegato ai vasi del ricevente esso raggiunge 
gradualmente la temperatura corporea di 37°C. Infine, awiene la ripresa del flusso 
sanguigno nella cosidetta fase di riperfusione. 
2.3.2 Le agobiopsie epatiche 
Le agobiopsie provengono da fegati trapiantati e sono state fornite dall'Unità 
Chirurgica dell'Ospedale "Santa Maria della Misericordia" di Udine ed in particolare 
dall'equipe medica del Prof. Bresadola. 
Tutti gli organi trapiantati sono stati perfusi con la soluzione di preservazione 
Celsior® (Genzyme Corporation Cambridge) durante la fase di conservazione 
ipotermica e di trasporto. 
Le biopsie sono state eseguite in sede operatoria con un ago da 16G ai seguenti 
punti: 
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Tl : Il tempo T1 rappresenta la condizione in cui il fegato si trova nella fase di 
ischemia fredda: la biopsia viene effettuata sul banco della sala operatoria, prima 
del trapianto, quando il fegato viene mantenuto ad una temperatura di 4°C. Il 
tempo trascorso tra cross-clamping (inizio dell'ischemia fredda) e la biopsia T1 è 
stato registrato e rappresenta il tempo di ischemia fredda. 
T2: Il tempo T2 rappresenta la condizione dell'organo dopo la fase di ischemia 
calda e dopo la riperfusione, condizione in cui ha inizio il danno precoce da I/R . Il 
tempo di ischemia calda è il tempo richiesto per il reimpianto, cioè per 
l'anastomosi vascolare del fegato all'interno dell'addome del ricevente. La biopsia 
viene effettuata al termine dell'operazione, dopo la riperfusione e appena prima 
della chiusura dell'addome. Il periodo di tempo tra riperfusione e la biopsia T2 è 
stato registrato insieme al tempo di ischemia calda. Il tempo medio trascorso tra 
riperfusione dell'organo e prelievo della biopsia T2 è di 150 minuti (in un intervallo 
compreso tra i 116 e i 226 minuti). 
I campioni da utilizzare per l'analisi bidimensionale sono stati immersi in 500 ~l di 
tampone di reidratazione (il tampone utilizzato per l'analisi in prima dimensione) e 
immediatamente congelati a - 80°C. 
I campioni di tessuto da utilizzare per l'analisi istologica sono stati conservati in 
una soluzione al 10% di formalina. 
2.3.3 Pazienti donatori e pazienti riceventi l'organo 
Tutti i donatori erano maschi con un'età media di 58 anni. La morte cerebrale è 
avvenuta o in seguito a patologie cerebrovascolari o in seguito ad incidenti d'auto. 
I valori serologici della transaminasi ALT erano normali in tutti i donatori. In cinque 
donatori l'aspetto istologico epatico era normale, in tre c'erano infiltrazioni 
macrovacuolari di grasso (dal 10 al 40%), in uno solo vi era una moderata 
infiammazione portale non-specifica. 
Nella Tabella 2.2 sono riportati alcuni dati riguardanti invece i pazienti trapiantati: 
sesso, età, tempi di ischemia fredda e di ischemia calda ai quali l'organo in essi 
trapiantato è stato sottoposto. 
Quattro pazienti erano affetti da carcinoma epatocellulare (due associati con HBV e 
due con cirrosi da alcol), due erano affetti da HCV, altri due da cirrosi da alcol e uno 
da cirrosi biliare primaria. 
Dopo il trapianto, tutti i riceventi sono stati sottoposti ad una terapia 
immunosoppressiva standard con tacrolimus o Neoral (Novartis) e prednisolone. Tutti 
gli organi hanno mostrato una buona ripresa funzionale immediatamente dopo il 
trapianto. Il paziente 3 ha sviluppato un'infezione da Pseudomonas aeruginosa 
pneumonia che ha richiesto un lungo periodo di intubazione e di terapia antibiotica. I 
pazienti 4,5,6,7 e 8 hanno avuto un precoce rigetto cellulare acuto che si è risolto con 
una terapia steroidea tranne in un caso di resistenza, in cui si è effettuato un 
trattamento con OKT3. Il paziente 9 è stato rioperato due giorni dopo il trapianto per 
un versamento di bile. Tutti i nove pazienti sono, al momento attuale, vivi e 
presentano una funzionalità epatica normale. 
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Paziente Sesso Età 
T~~ di ischemia Tempo di ischemia 
kedda (min) calda (min) 
1 M 63 584 84 
2 M 62 440 75 
3 F 61 387 38 
4 M 56 345 35 
5 M 41 540 38 
6 M 59 385 77 
7 F 58 220 62 
8 M 57 320 55 
9 M 51 350 50 
MEDIA 58 385 55 
Tabella 2.2. Nella tabella sono riportati alcuni dati riguardanti i pazienti sottoposti al t rapianto di fegato. 
2.3.4 Analisi istologica 
L'analisi è stata effettuata dal Dott. Avellini del Dipartimento di Patologia Clinica di 
Udine. 
Le agobiopsie sono state fissate in formalina per non più di 24 ore e quindi 
paraffinate; i vetrini istologici, con uno spessore di 4 micron, sono stati colorati con 
ematossilina ed eosina. E' stata eseguita l'analisi dei seguenti parametri : numero di 
leucociti sinusoidali presenti in un campo 40X (il diametro del campo è di 0,50, in un 
microscopio Diaplan Leitz), rigonfiamento dell'endotelio, necrosi zonale e periportale, 
depositi di bile, rigonfiamento degli epatociti, percentuale di statosi. 
Inoltre i campioni sono stati valutati secondo l'indice di Suzuki: le alterazioni 
istologiche sono state classificate da 1 a 4 in base al grado di vacuol izzazione 
citoplasmatica, di congestione dei sinusoidi e di necrosi delle cellule parenchimali. 
Oltre alla conta dei leucociti, prima citata, è stata fatta anche quella dei granulociti 
neutrofili: dato il tipo di biopsia da ago, un campo 40X è sufficiente per coprire quasi 
l'intera superficie del vetrino, fino dove è compresa l'area lobulare. E' stato inoltre 
valutato il numero di venule terminali con più o meno infiltrazione granulocitica 
circonferenziale. Nel caso l'indice fosse variabile in diverse regioni dello stesso 
vetrino, è stato assegnato il più alto grado di danno. 
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2.4 Tecniche di biochimica e biologia molecolare 
utilizzate nei due modelli 
2.4.1. Preparazione di estratti proteici citosolici e nucleari da 
cellule in coltura 
Estratti citosolici e nucleari sono stati preparati come descritto da Tell G et al, 
1998. 
Brevemente, 107 cellule HepG2 sono state raccolte mediante tripsinizzazione: il 
pellet cellulare è stato lavato due volte con PBS e risospeso in 100 ~l di tampone 
ipotonico di lisi per estratti citoplasmatici (Tampone Tl: Tabella 2.1). Il surnatante, 
ottenuto dopo centrifugazione a 500 g a 4 °C per 5 minuti, costituisce la frazione 
proteica citoplasmatica. Il pellet è stato lavato due volte con lo stesso volume di 
tampone Tl per eliminare la contaminazione citoplasmatica . Dopo i lavaggi, il pellet è 
stato risospeso con 100 ~l di tampone ipertonico per estratti nucleari (Tampone T2: 
Tabella 2.1) e mantenuto per 30 minuti in ghiaccio. Il surnatante, ottenuto dopo 
centrifugazione a 12000 g a 4 oc per 30 minuti, costituisce la frazione proteica 
nucleare. 
Gli estratti sono stati quindi quantificati per il loro contenuto proteico tramite il 
metodo Bradford [Bradford MM, 1976], aliquotati e conservati a -80 °C. 
2.4.2 Preparazione di estratti proteici totali da cellule in 
coltura 
Per ottenere estratti cellulari totali, 107 cellule HepG2 sono state lavate due volte 
con PBS e lisate in situ con 500 IJI di tampone Laemmli lX (Tabella 2.1). I campioni 
sono stati quindi centrifugati a 12000 g a 4 oc per 30 minuti per sedimentare i residui 
insolubili. Il surnatante è stato quantificato per il suo contenuto proteico mediante 
SDS-PAGE, aliquotato e conservato a -80 oc. 
2.4.3 Preparazione di estratti proteici totali da agobiopsie 
Il tessuto epatico (circa 10 mg) è stato disgregato mediante azione meccanica 
esercitata da un potter con pestello di teffon da 1 mi e le cellule lisate dall'azione del 
tampone di reidratazione nel quale sono state conservate. 
L'omogenato è stato centrifugato a 10000 g a 4°C per 30 minuti. Il surnatante è 
stato quantificato per il suo contenuto proteico mediante SDS-PAGE, aliquotato e 
conservato a -80 °C. 
2.4.4 Elettroforesi su gel di poliacrilammide con Sodio 
Dodecilsolfato (SDS-PAGE) 
Le proteine sono state separate mediante elettroforesi su gel discontinuo di 
pofiacrilammide con sodio dodecilsolfato (SDS-PAGE). 
Il "gel di compattazione" (stacking gel) è un gel di poliacrilammide [acrìlammide: 
N,N'-metilen-bis-acrilamide= 30/0.8 (p/p)] al 3.5% (p/v) in acrilammide, Tris-HCI 
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125 mM pH 6.8, SDS 0.1 %(p/v). Il "gel di separazione" (running gel) è costituito da 
poliacrilammide al 12% Tris-HCI 375 mM pH 8.8, SDS 0.1% (p/v). 
I campioni proteici sono stati addizionati di tampone di caricamento Laemmli 4X 
(Tabella 2.1) e scaldati per 5 minuti a 80 °C. La corsa elettroforetica è stata condotta 
nel tampone di corsa per SDS-PAGE (Tabella 2.1), inizialmente ad un amperaggio di 
circa 0.5 mA per cm di gel, ed in seguito, durante la fase di separazione, ad un 
amperaggio di circa 1 mA per cm di gel. 
Le proteine sono state rilevate o mediante colorazione Coomassie (Tabella 2.1) o 
mediante Western Blot come descritto in seguito. 
2.4.5 ~estern Blot 
Le proteine separate mediante SDS-PAGE, sono state trasferite su membrana di 
nitrocellulosa mediante elettrotrasferimento con lo strumento Trans-Biot in umido 
(CBS Scientific). Sono stati disposti nell'ordine, dal catodo all'anodo: due fogli di carta 
3MM (Whatman), il gel di poliacrilammide, una membrana di nitrocellulosa (Schleicher 
& Schuell, Keene, NH) e altri due fogli di carta 3MM (Figura 2.2). Tutte queste 
componenti sono state precedentemente equilibrate per un'ora nella soluzione di 
trasferimento (Tabella 2.1). Il trasferimento è stato effettuato ovemight a 4°C, a 30 V 
e 75 mA. La colorazione della membrana con la soluzione di Rosso Ponceau S (Tabella 
2.1) ha permesso di verificare la buona riuscita del trasferimento. 
-Catodo 
2 i di carta 3MM 
Gel SDS-PAGE 
Membrana di Nitrocellulosa 
Figura 2.2. Il western-blot. 
Dopo il trasferimento, la membrana di nitrocellulosa è stata incubata con la 
soluzione di saturazione (Tabella 2.1) per un'ora a temperatura ambiente, in lenta 
agitazione. In seguito essa è stata incubata, a temperatura ambiente, in lenta 
agitazione, con gli anticorpi primari specifici per le proteine da rilevare. Tutti gli 
anticorpi sono stati diluiti nella soluzione di saturazione in PBS, ad eccezione 
dell'anticorpo anti-pErk1/2 per il quale la ditta produttrice consiglia l'utilizzo di TBS 
(10mM Tris, 154mM NaCI, pH= 7.5). Nella Tabella 2.3 sono riportate le diluizioni e i 
tempi di incubazione utilizzati per i vari anticorpi. 
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PROTEINA DA ANTICORPO 
TEMPO 
RILEVARE PRIMARIO 
DITTA DILUIZIONE 
Actina 
policlonale di coniglio 
anti-Actina 
{Sigma Aldrich) 1:2000 2h 
Egr-1 
policlonale di coniglio (Santa Cruz 
1:1000 2h 
anti-Egr-1 Biotechnology) 
Fosfo-ERK1/2 
policlonale di coniglio {Celi Signalling 
1:1000 4h 
anti Fosfo-ERK1/2 Technology) 
ERK2 
policlonale di coniglio {Santa Cruz 
1:1000 2h 
anti ERK2 Biotechnology) 
Ape/Ref-1 
policlonale di coniglio [Tell G et al., 
1:1000 2h 
anti Ape/Ref-1 1998] 
Tabella 2.3. Gli anticorpi primari utilizzati. 
Dopo 3 lavaggi di 5 minuti in PBS, Tween 0.1 %, la membrana è stata incubata, a 
temperatura ambiente, per un'ora e mezza, con l'anticorpo secondario policlonale di 
capra anti-IgG di coniglio (Sigma Aldrich), coniugato alla perossidasi di rafano, diluito 
1:5000 nella soluzione di saturazione. 
Dopo 3 lavaggi di 5 minuti in PBS, Tween 0.1 %, è stato eseguito il rilevamento 
delle proteine mediante il sistema a chemioluminescenza Super Signal West Pico 
(Pierce). In breve, il substrato che contiene luminolo viene ossidato dall'enzima 
perossidasi, diventa luminescente ed impressiona le lastre fotografiche ad alta 
sensibilità (Sigma BioMax). 
La normalizzazione delle proteine di interesse è stata effettuata sulla base della 
quantità di actina. Nel caso di pErk1/2 è stato utilizzato come normalizzatore il 
segnale di ERK2 totale. Lo stripping si effettua incubando la membrana per 30 minuti 
a 50°C in una soluzione 100 mM p-mercaptoetanolo, 2% SDS W/V, 62,5 mM Trìs-HCI 
pH 6,7. In seguito si effettuano due lavaggi da 10 minuti con TBS Tween 20 0,1% e si 
blocca nuovamente. 
La quantificazione dell'intensità delle bande è stata ottenuta con il 
videodensitometro Gel Doc 2000 (BioRad Inc.). 
2.5 Tecniche per l'analisi proteomica 
2.5.1. L 'elettroforesi bidimensionale (2D-PAGE) 
30-100 ~g di estratto proteico sono stati equilibrati, per un'ora, in un volume finale 
di 250 ~~di tampone di reidratazione (Tabella 2.1), che contiene: 
Urea, per solubilizzare e denaturare le proteine; 
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CHAPS, detergente non ionico che solubilizza le proteine idrofobiche, 
minimizzando l'aggregazione interproteica; 
DTI, agente riducente per ridurre i ponti disolfuro e svolgere completamente le 
proteine; 
Buffer IPG, dello stesso pH della strip usata, per migliorare la separazione e la 
solubilità del campione. 
Il campione è stato quindi caricato su una IPG strip da 13 cm, pH 4-7 o 3-10 
lineare (Amersham Pharmacia Biotech) . La apposita strip ho/der di ceramica 
contenente la strip è stata sigillata con IPG Cover Ruid al fine di minimizzare 
fenomeni di evaporazione del campione e cristallizzazione dell'urea e quindi 
posizionata su un sistema IPGPhor II system (Amersham-Pharmacia Biotech) . 
L'isoelettrofocalizzazione è stata condotta seguendo il seguente protocollo (sia 
per strip pH 4-7 che 3-10) : 
Fase Processo Durata Voltaggio 
l Reidratazione 2h o v 
2 llh 30' so v 
3 2h lOOV 
4 Separazione l h so o v 
5 2h lOOOV 
6 5h sooov 
7 Mantenimento 2h SOV 
Al termine della separazione, le strip contenenti le proteine focalizzate sono state 
equilibrate per 15 minuti in 5 mi di tampone di equilibrazione I e successivamente per 
altri 15 minuti in 5 mi di tampone di equilibrazione II (Tabella 2.1) . Il DTI del 
tampone I riduce i ponti disolfuro delle proteine, mentre la iodoacetamide del 
tampone II alchila i gruppi tiolici , prevenendone la riossidazione e la conseguente 
riformazione dei ponti disolfuro durante l'elettroforesi. 
Le strip equilibrate sono state poi posizionate sulla parte catodica di un gel di SDS-
PAGE al 10% e sigillate con una soluzione di agarosio 0.5% contenente Blu di 
Bromofenolo. La separazione in seconda dimensione è stata eseguita a 90 mA e 40 W. 
Al termine della corsa elettroforetica, i gel sono stati colorati con colorazione 
argentica (compatibile con la spettrometria di massa MALDI). 
2.5.2 Colorazione argentica compatibile con la spettrometria 
di massa MALDI-TOF 
I gel sono stati fissati nella soluzione di fissaggio (Tabella 2.1) per un'ora. Dopo 
due lavaggi da 30 minuti con acqua milliQ, i gel sono stati condizionati con la 
soluzione sensibilizzante (Tabella 2.1) per 2 minuti. Dopo due lavaggi con acqua 
milliQ di l minuto ciascuno, è stata effettuata l'impregnazione con la soluzione 
argentica (Tabella 2.1) per 30 minuti. Dopo altri due lavaggi di l minuto ciascuno, gli 
spot sono stati rivelati con la soluzione di sviluppo (Tabella 2. 1) e, al momento 
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opportuno, dopo ottenimento di una buona colorazione, il processo è stato bloccato 
con la soluzione di bloccaggio (Tabella 2.1}. 
2.5.3 Acquisizione dell'immagine e valutazione degli spot 
differenziali 
I gel sono stati acquisiti usando un densitometro Image Master 2-D (Amersham-
Pharmacia Biotech). L'analisi computerizzata dell'immagine del gel bidimensionale è 
stata condotta usando il software Melanie 5 (Amersham-Pharmacia Biotech). 
I profili proteici ottenuti da due diversi campioni sono stati analizzati per differenze 
sia quantitative che qualitative. Per differenza quantitativa si intende la situazione in 
cui uno spot proteico è presente in entrambe i campioni ma a diversa intensità (e 
quindi diversa quantità). Per differenza qualitativa, si intende invece la situazione in 
cui uno spot proteico è presente solo in uno dei due campioni. In questa situazione, 
ovviamente, il matching dello spot non è possibile. 
Per tenere conto, nella nostra analisi, della variabilità sperimentale intrinseca, sono 
state effettuate due separazioni bidimensionali dello stesso campione nelle stesse 
condizioni, ad esempio due elettroforesi bidimensionali dell'estratto proteico totale di 
una biopsia epatica al tempo Tl. 
Sono stati individuati quindi tutti gli spot di ogni gel, ed è stata calcolata la loro 
intensità assoluta secondo le istruzioni fornite dal programma. Il valore di intensità di 
ogni spot è stato quindi normalizzato sulla somma delle intensità di tutti gli spot dello 
stesso gel. Quindi è stato effettuato il confronto (o matching) tra le due situazioni, 
teoricamente identiche. 
A questo punto, per ogni spot, il valore di intensità normalizzato ottenuto dal primo 
gel è stato diviso su quello ottenuto dal secondo gel. E' stato quindi calcolato il valore 
logaritmico di ognuno di questi rapporti (LR). Le medie e le mediane di tali valori LR si 
sono distribuite intorno al valore O. Usando il test statistico Kolmogorov-Smimov 
(KS), mediante l'utilizzo del software Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, 
USA), è stato valutato se i valori LR seguissero una distribuzione normale, ottenendo 
un risultato positivo (valori KS vicino allo O con P value > 0.01). Quindi è stata 
calcolata la deviazione standard (SD) della distribuzione dei valori LR per definire la 
variabilità intrinseca della nostra analisi. 
Sulla base dei risultati ottenuti dal confronto su un numero significativo di spot 
(circa 800), il valore di SD piu alto é stato utilizzato come cut-off per individuare 
successivamente gli spot di espressione alterata tra campioni diversi, ad esempio di 
una biopsia al tempo Tl e una al tempo T2. Ad esempio, supponendo che il valore di 
SD più alto ottenuto sia stato 0.0698, nei confronti tra estratti proteici di campioni 
diversi, solo le coppie di spot con valori LR maggiori di 0,21, tre volte la SD (e quindi 
solo le coppie di spot con differenze di intensità di 100.21 = 1,62 volte), sono state 
considerate come significativamente alterate nell'espressione. Da un punto di vista 
statistico, infatti, valori oltre 3SD hanno una probabilità inferiore al l % di 
rappresentare specie proteiche non differenzialmente espresse. 
Questo tipo di analisi non è stata owiamente applicata per la valutazione di 
differenze qualitative. 
70 
Materiali e Metodi 
T1 T2 
3,24 T1>T2 
1,62 
-1.62 
-3,24 
T1<T2 
-4,86 
Figura 2.3. Esempio di un'analisi statistica 
2.6 Tecniche di spettrometria di massa 
La spettrometria di massa è stata eseguita dal Dott. Scaloni e dalla Dott.ssa 
D'Ambrosia deii'I.S.P.A.A.M CNR di Napoli. 
2.6.1. Identificazione delle proteine via MALDI-TOF 
Gli spot scelti sono stati escissi dal gel, triturati e lavati con acqua milliQ. Le 
proteine sono state quindi ridotte in-gel, alchilate in corrispondenza dei gruppi tiolici e 
digerite con tripsina [Talamo F et al, 2003]. Alcuni spot sono stati digeriti con 
l'endoproteasi AspN al posto della tripsina. 
I digeriti sono stati quindi rimossi e sottoposti ad una fase di desalificazione e 
concentrazione su colonne ~ipTipC18 (Millipore Corp., Bedford MA, USAL usando 
l'acetonitrile come eluente prima dell'analisi di spettrometria di massa MALDI-TOF. La 
miscela peptidica è stata caricata sulla piastrina portacampioni dello strumento, 
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usando la tecnica dried drop/et e l'acido a.-ciano-4-idrocinnamico come matrice, e 
analizzata utilizzando uno spettrometro di massa Voyager-DE PRO e Voyager-DE STR 
(Applied Biosystems, Framingham, MA). La calibrazione interna della massa è stata 
effettuata con i peptidi derivanti dall'autodigestione della tripsina. Gli spettri di massa 
sono stati acquisiti in modalità reflectron con estrazione ritardata. 
ProteinProspector e PROWL sono stati i pacchetti software utilizzati per identificare 
gli spot in modo non ambiguo da database di sequenze non ridondanti , come NCBI o 
Swiss-Prot. 
Nel caso delle analisi di mappatura estesa del peptide, l'assegnazione dei valori di 
massa ottenuti dai peptidi individuali è stata ottenuta sulla base della loro massa 
molecolare e della specificità della proteasi, usando il software GPMAW 4.23 
(Lìghthouse Data, Denmark). 
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Lo stress ossidativo è un evento patogenetico comune a varie patologie epatiche. 
L'importanza dello stato redox nelle patologie epatiche è evidenziato da numerosi 
studi che dimostrano una correlazione tra danno epatico e aumento di markers 
cellulari indicatori di uno stato cellulare pro-ossidante. Tuttavia un'alterazone di tali 
indici avviene solo durante uno sbilanciamento dello stato redox cellulare di tipo 
cronico. Attualmente non si conoscono markers cellulari di stress ossidativo di tipo 
precoce. Al fine di identificare dei markers molecolari di stress ossidativo e di chiarire i 
meccanismi molecolari alla base del danno epatico da stress ossidativo è stato 
utilizzato un approccio di proteomica differenziale. Tale approccio consente 
l'identificazione del pattern delle modificazioni che si verificano, a livello molecolare, 
nei primi stadi del danno ossidativo. Ciò è di fondamentale importanza per il 
monitoraggio della progressione del danno e per una diagnosi precoce. 
Nella prima fase del lavoro è stata caratterizzata la risposta cellulare precoce allo 
stress ossidativo in un modello sperimentale, cioè nella linea cellulare di 
epatocarcinoma umano HepG2, attraverso l'identificazione e la caratterizzazione di 
specie molecolari proteiche sensibili allo stimolo con perossido di idrogeno. 
Nella seconda parte lo studio si è rivolto ad un modello fisiologico di stress 
ossidativo, quello che si instaura in seguito ad ischemia e riperfusione durante il 
trapianto di fegato. Il trapianto di fegato è attualmente l'unico strumento disponibile 
per il trattamente di patologie epatiche agli stadi terminali e lo stress ossidativo che si 
instaura precocemente in seguito a riperfusione durante il trapianto di fegato, 
rappresenta la principale causa di danno epatico e di non funzionalità dell'organo 
trapiantato. I meccanismi molecolari alla base di tali processi non sono ancora chiari. 
Inoltre i progressi fatti nella messa a punto di protocolli di preservazione dell'organo 
sono stati dedotti in modo empirico, senza una completa comprensione dei 
meccanismi molecolari coinvolti in questo evento. La comprensione di tale meccanismi 
potrebbe consentire la messa a punto di nuove procedure standardizzate per la 
preservazione degli organi da trapiantare, potrebbe aumentare in modo significativo il 
numero di interventi effettuati con successo e il numero di organi utilizzabili, potrebbe 
portare all'utilizzo di criteri più fini per la scelta dell'organo da trapiantare e gettare le 
basi per la cosidetta redox gene therapy. 
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4.1 Il modello "in vitro" 
4.1.1 Scelta dello stimolo ossidante 
Per determinare nelle cellule HepG2 uno stato di stress ossidativo, è stato scelto di 
utilizzare come agente ossidante il perossido di idrogeno poichè elevate dosi di H202 
costituiscono un tipico parametro patologico a livello epatico [Loguercio C et al., 
2003~ Parola M et al., 2001~ Khan S et al., 1999]. Gli effetti determinati da questa 
molecola chimica possono essere principalmente distinti in effetti acuti e cronici. 
Sperimentalmente, i primi sono mimati da alte dosi (in un intervallo di 100 1-1M-mM) 
per trattamenti a tempi brevi (minuti, ore), mentre i secondi si ottengono trattando le 
cellule con basse dosi di H202 (in un intervallo di nM-10 IJM) per tempi lunghi (ore, 
giorni). 
Per i nostri scopi, cioè valutare la risposta cellulare in tempi precoci, occorre uno 
stimolo di tipo acuto e, nello stesso tempo, subletale. 
Per identificare targets molecolari diretti di stress ossidativo e non eventi 
molecolari secondari dovuti, per esempio, a processi di apoptosi, è importante 
sviluppare un modello cellulare in cui siano ben definiti la risposta cellulare allo 
stimolo (espressa in termini di markers molecolari di stress ossidativo), lo stato redox 
della cellula e la sua vitalità. 
4.1.2 Analisi di markers molecolari noti di stress ossidativo 
per la definizione del modello sperimentale 
Al fine di ottenere un sistema sperimentale di stress ossidativo ben definito e 
controllato, sono state analizzate alcune proteine già descritte in letteratura come 
responsive allo stress ossidativo: ERK 1/2 ed Egr-1. 
4.1.2.1 ERK 1/2 
Le due isoforme ERK 1/2 (o ERK p44/p42) (Extracellular signai-Regu/ated protein 
Kinase) appartengono alla famiglia delle MAP chinasi (mitogen-activated protein 
kinase, MAPK), serin-treonin chinasi che regolano diverse attività cellulari, 
dall'espressione genica al ciclo cellulare, dal metabolismo all'apoptosi. 
Le isoforme ERK1 (p44) ed ERK2 (p42), che si crede abbiano una funzionalità 
ridondante, sono ampiamente espresse e coinvolte nella regolazione della meiosi, 
della mitosi e nelle funzioni post-mitotiche delle cellule differenziate. Molti stimoli 
differenti, inclusi fattori di crescita, citochine, infezioni virali, ligandi per recettori 
accoppiati alle proteine G, agenti trasformanti e agenti cancerogeni come gli UV 
attivano la via di trasduzione del segnale di ERK1 ed ERK2. Lo stress ossidativo causa 
una rapida fosforilazione di ERK in diversi modelli cellulari [Guyton KZ et al, 1996; 
Droge W et al, 2002]. 
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L'attivazione di ERK culmina nella fosforilazione di una varietà di proteine 
bersaglio, incluse altre protein chinasi. Una frazione di ERK fosforilato trasloca nel 
nucleo, dove regola fattori di trascrizione attraverso la loro fosforilazione. Tra questi 
ricordiamo la rapida induzione trascrizionale di membri della famiglia degli immediate-
ear/y genes, geni, cioè, i cui prodotti sono attivati precocemente in seguito a eventi 
che awengono sulla membrana plasmatica. La rapidità di induzione di questi è data 
dal fatto che non richiedono sintesi proteica ex novo ma sono già presenti e pronti 
all 'attivazione. Tra questi, ERK media l'attivazione dei fattori di trascrizione AP1 ed 
Egr-1 [Droge W, 2002; Gashler A et al, 1995] in alcuni modelli cellulari. 
Poichè, come già detto, la fosforilazione dei due membri delle MAP chinasi, è nota 
essere un evento rapido di risposta allo stress ossidativo in vari tipi cellulari, l'entità di 
questa è stata utilizzata per valutare la risposta precoce delle cellule HepG2 allo 
stress ossidativo. 
La dose ottimale di H20 2 da utilizzare è stata individuata attraverso un esperimento 
di dose-risposta trattando le cellule con dosi crescenti di H20 2 per 10 minuti. 
Dopo lo stimolo, le cellule sono state raccolte e gli estratti proteici totali sono stati 
analizzati mediante un saggio di western blot per valutare la quantità di ERK 
fosforilato. Come evidente dalla figura 4.1, la dose minima di H20 2 in grado di indurre 
una chiara fosforilazione sia di ERK 1 che di ERK 2 dopo 10 minuti è di 500 IJM. 
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- Ab llnti-fosfoERJ<l 
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CII 
<:: 
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Figura 4.1. Le chinasi ERK1 e ERK2 sono fosforllate nelle cellule HepG2 dopo trattamento con H202. Le 
cellule HepG2, dopo un'ora di mantenimento in terreno senza siero, sono state incubate in assenza e in 
presenza di dosi crescenti di H202 per 10 min a 37°C. Quindi sono state lisate in situ nel tampone di 
caricamento Laemmli (vedi Tabella 2.1), raccolte e centrifugate per rimuovere i residui cellulari. Gli estratti 
totali sono stati testati per la presenza delle forme fosforilate delle chinasi ERK utilizzando l'anticorpo 
policlonale anti-fosfoERKl/2 (pannello A). La quantità di ERK2 totale è stato utilizzato come controllo di 
caricamento. I valori ottenuti dall'analisi densitometrica dell'esperimento di western blot, normalizzati sulla 
quantità di ERK2 e riferiti al campione non trattato, sono riportati come istogrammi (pannello B). 
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4.1.2.2 Egr-1 
Egr-1 (Earfy Growth Response gene-1), chiamato anche NGFIA, TIS8, Krox-24, e 
Zif-268) è un fattore di trascrizione presente in molti tipi cellulari. 
Egr-1 può essere indotto da diversi stimoli: mitogeni, di differenziamento, di danno 
tissutale e di eccitazione neuronale. Egr-1 stimola la trascrizione di geni correlati alla 
proliferazione, come la timidina chinasi TK [Molnar G et al, 1994], il PDGF-A 
[Khachigian LM et al, 1997], potente mitogeno per cellule di origine mesenchimale, il 
fattore tissutale TF [Cui MZ et al, 1996], il recettore per EGF e il fattore di crescita dei 
fibroblasti FGF-2 [de Belle I et al, 2000]. Egr-1 è coinvolto inoltre nella regolazione 
dell'espressione del gene per l'enzima SOD [Mine E et al, 1999]. 
Egr-1 è uno dei fattori di trascrizione che viene attivato rapidamente in risposta ad 
uno stress ossidativo [Gashler A et al, 1995]. Inoltre è stato dimostrato che 
l'espressione di Egr-1 aumenta, nella linea cellulare HepG2, in seguito a stress 
ossidativo indotto da ipossia [Bae SK et al./ 1999]. 
Per testare se lo stimolo con H20 2 fosse in grado di aumentare anche l'espressione 
di Egr-1/ sono stati effettuati, su estratti proteici nucleari1 ulteriori saggi di Western 
Blot. Come evidente nella Figura 4.2, dopo stimolazione con H202 500 ~M per 10 
minuti/ i livelli di proteina Egr-1 aumentano di 2,5 volte. 
H20 2 (500 l'M) 
+ 
Ab anti-Egr-1 --. 
Ab anti-actlna --. 
l,S 
+ 
H.p2 (5(}0 pM) 
Figura 4.2. L'espressione di Egr-1 è stimolata nelle cellule HepG2 dopo trattamento con H20 2• Le cellule 
sono state incubate in assenza e in presenza di H20 2 500 IJM per 10 min a 37°C, dopo un'ora di 
mantenimento in terreno senza siero. Esse sono quindi state raccolte e gli estratti nucleari sono stati testati 
per la presenza del fattore di trascrizione Egr- 1 utilizzando l'anticorpo policlonale anti-Egr- 1 (pannello A). 
L'actina è stata utilizzata come controllo di caricamento. I valori ottenuti dall'analisi densitometrica 
dell'esperimento di western blot, normalizzati su actina e riferiti al campione non trattato, sono riportati 
come istogrammi (pannello B). La barra indica il valore medio di deviazione standard di tre esperimenti 
indipendenti. 
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4.1.3 Studio degli effetti deii'H202 sullo stato redox e sulla 
vitalità cellulare per la definizione del modello 
sperimentale 
Dopo aver dimostrato che le cellule HepG2 rispondono a brevi esposizioni ad 
elevate dosi di H20 2, ne è stata valutata la risposta in termini di stato redox e di 
vitalità cellulare. 
Per ottenere un sistema ben definito in termini di stato redox cellulare, è stato 
valutato l'effetto del trattamento con 500 1-LM H2~ sulla riduzione del contenuto totale 
di GSH (Figura 4.3 A) e di tioli proteici (Figura 4.3 B). E' da notare come questi 
parametri, comunemente utilizzati per valutare lo stato redox cellulare, non subiscano 
evidenti variazioni a seguito del trattamento delle cellule con H202 a tempi così 
precoci. 
E' stato valutato inoltre l'effetto del trattamento con perossido di idrogeno sulla 
vitalità cellulare: essa rimane inalterata, come dimostrato dal saggio del Trypan Blue 
e da quello del sale di tetrazolio (MTT) che danno analoghi risultati (Figura 4.3 C). La 
subletalità della dose di H20 2 utilizzata è importante per non andare incontro a 
fenomeni correlati non con lo stress ossidativo ma con la morte cellulare. 
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Figura 4.3. Effetti deii'H20 2 sullo stato redox delle cellule HepG2. Le cellule sono state incubate con H20 2 
500 (JM per 10 e 30 minuti, a 37°C. Pannello A : Effetti deii'H20 2 sul contenuto di tloli proteici totali. 
Pannello B: Effetti deii'H20 2 sul contenuto di GSH. Le barre indicano i valori medi di deviazione standard di 
tre esperimenti indipendenti. Le misure sono state eseguite come descritto in materiali e metodi. Pannello 
C: Effetti deii'H20 2 sulla vitalità delle cellule HepG2. Le cellule sono state incubate con H20 2 500 (JM per 10 
e 30 minuti, a 37°C. Per ogni punto la vitalità è stata misurata con il metodo standard di esclusione del 
Tripan Blue e con il metodo del MTT. Le barre Indicano l valori medi di deviazione standard di tre 
esperimenti indipendenti. 
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Sulla base di questi risultati, si può concludere che il trattamento della linea 
cellulare HepG2 con H20 2 500 IJM per 10 minuti costituisce un buon modello per lo 
studio delle modificazioni proteiche precoci in seguito a stress ossidativo, in condizioni 
di massima vitalità cellulare. 
4.1..4 Cambiamenti nel profilo proteomico delle cellule 
HepG2 dopo esposizione ad H202 
Per studiare la risposta cellulare precoce, in termini di modifiche del profilo 
proteico, abbiamo utilizzato un approcdo di proteomica differenziale. Le specie 
proteiche sono state analizzate su gel bidimensionali ed identificate mediante 
spettrometria di massa. L'analisi proteomica permette di considerare condizioni 
temporali precoci, in cui la risposta allo stimolo non si basa ancora su una attiva 
trascrizione o neosintesi proteica ma essenzialmente su una serie di modifiche 
post-traduzionali che awengono su proteine cellulari già presenti. 
Le cellule sono state trattate per 10 minuti con H20 2 500 J,JM e quindi raccolte 
per l'analisi 2D-PAGE. Le figure 4.4 e 4.5 mostrano due esempi di due copoie di oel 
ottenuti dagli estratti cellulari totali, prima e dopo trattamento con H20 2, in due 
diversi intervalli di isoelettrofocalizzazione (pH 3-10 e 4-7). Dall'analisi di oqni 
campione sono tipicamente osservabili, dopo il caricamento di 30 IJg di proteine, 
circa 500 soot che focalizzano nell'intervallo di oH utilizzato 
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Rgura 4.4. Pattern di espressione proteica dopo 2D-PAGE delle cellule HepG2 in risposta ad H202. Le 
cellule HepG2 sono state incubate in assenza e in presenza di H20 2 SOOJ!M per 10 minuti a 37°C. Le 
cellule sono state quindi raccolte e llsate nel tampone di reidratazione (tabella 2.1). 30 ~g di 
proteine intracellulari sono state analizzate mediante 2D-PAGE in gradiente di pH 3-10 seguito da 
colorazione argentica. L'asse verticale indica la massa apparente (kDa) e quello orizzontale i valori 
p l. 
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Figura 4.5 Pattem di espressione proteica dopo 20-PAGE delle cellule HepG2 in risposta ad H202. 
Le cellule HepG2 sono state incubate in assenza e in presenza di H20 2 SOOJiM per 10 minuti a 
37°C. Le cellule sono state quindi raccolte e lisate nel tampone di reidratazione (tabella 2.1). 30 
J.lg di proteine intracellulari sono state analizzate mediante 20-PAGE in gradiente di pH 4-7 seguito 
da colorazione argentica. L'asse verticale indica la massa apparente (kOa) e quello orizzontale i 
valori pl. 
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Dal confronto di tipo qualitativo tra i gels ottenuti da campioni provenienti da 
cellule non trattate e trattate con H20 2, sono state rilevate alcune differenze: 
compaiono tre nuovi spots, altri tre spots diminuiscono di intensità o addirittura 
scompaiono, mentre un altro spot si sposta verso un pH più acido (Figura 4.6). Tutte 
queste proteine, che risultano essere sensibili al trattamento con H20 2, e che 
definiamo LiHERP (Uver Hydroperoxide Early Responsive Proteins), sono state escisse 
dal gel, digerite con tripsina e analizzate mediante spettrometria di massa MALDI-
TOF. 
Controllo H 2 0 2 (500 pM) Controllo H 2 0 2 (500 pH) 
+ p I + p I M, (kDa) + p I + p l 
M, (kDa) 
7.5 8,3 7 ,5 8,3 5 .5 6 .0 5 .5 6 .0 
l ' l 
- 26 
l ~ ~ ..... 3' ~ • J> - 26 J> 
~· 
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5 .1 5 .6 5 .1 5 .6 7.0 7 .9 7 .0 7 .9 
D ~ 
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Figura 4.6. Pattern di espressione proteica dopo analisi 2-DE delle cellule HepG2 in risposta ad H20 2. Sono 
riportate solo le regioni di gel comprendenti cambiamenti statisticamente significativi. Le LiHERP identificate 
sono indicate con frecce e numeri. 
4.1..5 Identificazione delle proteine di interesse 
L'analisi delle proteine mediante "peptide mass fingerprint" e l'utilizzo di un 
database per il confronto (" matching" ) delle sequenze non ridondanti, ha permesso 
l'identificazione non ambigua di tutte le specie proteiche prese in esame. 
La Figura 4.6 e la Tabella 4.1 riportano la natura di ogni spot identificato e alcuni 
parametri di rilevanza della proteina, come il punto isoelettrico (pl), il peso 
molecolare e la copertura di sequenza ottenuta con la spettrometria di massa. 
Le quattro proteine identificate sono: 
• Perossiredossina I (Prxl); 
• Perossiredossina II (Prxii); 
• Perossiredossina VI (PrxVI); 
• Raf kinase inibi tory protein (RKIP). 
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LiHERP Proteina Massa p l Copertura 
(spot) apparente sperimentale (%) 
1 Prxl 22.0 8.2 60 (Q06830) 
1' Prxi 22.0 7.6 71 (Q06830) 
2 Prxii 22.5 5.6 80 (P32119) 
2' Prxii 22.5 5.2 59 (P32119) 
3 PrxVI 25.0 5.9 49 (P30041) 
3' PrxVI 25.0 5.5 50 (P30041) 
4 RKIP (PEBP) 21.0 7.65 77 (P30086) 
4' RKIP (PEBP) 21.0 7.55 84 (P30086) 
Tabella 4.1. Le specie proteiche sensibili al trattamento con H20 2 nelle cellule HepG2, sono state individuate 
con analisi 2-DE ed identificate con analisi di peptide mass fingerprint. Nelle cinque colonne sono riportati: 
Il numero dello spot, la descrizione della proteina con il numero identificativo (Sw/ss Prot entry), la massa 
molecolare apparente, il pi sperimentale e la copertura di sequenza ottenuta via MS. Abbreviazioni: Prxi = 
Perossiredossina I , Prxii = Perossiredossina II, PrxVI = Perossiredossina VI, RKIP = Proteina inibitrice della 
chinasi Rafl; PEBP = Proteina legante la fosfatidiletanolamina. 
4.1.6 Modificazioni delle perossiredossine dopo esposizione 
ad H202 
Nelle cellule di controllo gli spots corrispondenti alle Prxi, II e VI focal izzano 
intorno ad un valore di pi rispettivamente di circa 8.2, 5.6 e 5.9 (Figura 4.6). Nelle 
cellule trattate con H20 2, queste specie proteiche sono poco presenti, lievemente 
visibili, mentre compaiono nuovi spots a pi più acidi (con pi rispettivamente di circa 
7.6, 5.2 e 5.5). Questi ultimi sono stati nuovamente identificati, mediante 
spettrometria MALDI-TOF, come Perossiredossina I, Perossiredossina II e 
Perossiredossina VI, suggerendo che qualche modificazione chimica post-traduzionale 
possa essere responsabile dell'alterazione del loro pl. Esperimenti di mappatura 
proteica estesa hanno permesso l'identificazione di tali modificazioni. 
Più precisamente, gli spots corrispondenti relativi a cellule non trattate e a cellule 
trattate con H20 2, sono stati sottoposti a trattamento "in situ" con agenti idrolizzanti 
(tripsina o endoproteasi AspN) e carbossiamidometilazione con iodoacetaldeide. I 
digeriti corrispondenti sono stati caricati su colonne IJZipTipC18 (Millipore Corp., 
Bedford MA, USA), separati e quindi eluiti in parallelo in modo discontinuo, utilizzando 
soluzioni a concentrazione crescente di acetonitrile (da 10% a 60%). I digeriti 
separati sono stati quindi confrontati per analisi di spettrometria di massa MALDI-
TOF. Essi mostrano una serie di segnali comuni MH+, facilmente identificabili, sulla 
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base della loro massa molecolare e della specificità della proteasi, come determinati 
frammenti peptidici di Perossiredossine (dati non mostrati). 
Sono poi state osservate delle differenze tra gli spettri ottenuti dalla Prx I di cellule 
non trattate e trattate, solo nel caso di frazioni digerite ed eluite con acetonitrile 40% 
(Figura 4. 7A e B). Lo spettro del campione di Prxi ottenuto dalle cellule non trattate 
mostra segnali MH+ a m/z 3095.6 e 3280.1, associati a due peptidi (38-62) e (36-62), 
entrambi contenenti nel sito attivo un residuo di Cys52, come forma 
carbossiamidometilate (Figura 4.7A). Al contrario, il campione di Prxi ottenuto dalle 
cellule trattate mostra una serie di segnali correlati ai precedenti, ma che presentano 
una parallela variazione della massa molecolare di, rispettivamente, -25 e -9 Da 
(Figura 4.76). Queste differenze di massa sono ascrivibili alla specifica ossidazione, 
causata daii'H20 2, del gruppo tiolico ( -SH) della Cys52 ad acido sulfinico ( -S02H)e 
sulfonico ( -SOJH) rispettivamente. Queste modificazioni impediscono che il gruppo 
tiolico reagisca con agenti alchilanti, come osservato nel caso della Prx non trattata. 
Su queste basi, i segnali riportati nello spettro della Prx ossidata sono stati 
interpretati come corrispondenti a quei peptidi riportati nel caso della proteina del 
campione non trattato, ma contenenti nel sito attivo un residuo di Cys52 sulfinato o 
sulfonato. 
In modo simile, le frazioni di Prx II digerite con tripsina delle cellule non trattate e 
trattate presentano segnali identici ad eccezione delle frazioni eluite con acetonitrile 
40% (Figura 4. 7C e D). Nello spettro del campione di Prx II non trattato compaiono 
segnali MH+ a m/z 3060.6 e 3245.7. I picchi sono stati attribuiti rispettivamente ai 
due peptidi (37-61) e (35-61), entrambi contenenti una Cys51, come residuo 
carbossiamidometilato (Figura 4.7C). Il campione di Prx II ossidata mostra lo stesso 
segnale che presenta però una parallela variazione di - 25 Da (Figura 4.7D). Perciò, i 
segnali differenti tra gli spettri della Prx II sono associabili a modificazioni sui peptidi, 
appartenenti al sito attivo dell'enzima, in cui il gruppo tiolico della Cys51 viene 
ossidato ad acido su lfinico ( -S02H). 
Sono poi state osservate delle differenze tra gli spettri ottenuti per la Prx VI delle 
cellule normali e trattate, solo nel caso di digeriti triptici eluiti con acetonitrile 10% 
(figura 4.7E ed F). Nello spettro del campione di Prx VI non trattato compaiono 
segnali MH+ a m/z 1396.8 e 1666.8, attribuiti rispettivamente ai peptidi (41-52) e 
{41-55), tutti contenenti una Cys46, come aminoacido carbossiamidometilato, nel sito 
attivo (Figura 4.7E). Al contrario, il campione di Prx VI ossidata mostra due segnali 
associati ai precedenti, che presentano una parallela variazione in massa di - 25 Da 
(Figura 4.7F). Questa differenza di massa è stata di nuovo attribuita all'ossidazione 
specifica da parte deii'H20 2 del gruppo tiolico della Cys46 ad acido sulfinico ( - S02H). 
Gli esperimenti di "mass mapping" su Prx I, Prx Il e Prx VI dopo digestione con 
endoproteasi AspN hanno confermato i risultati già riportati e hanno permesso di 
ottenere l'intera sequenza proteica di tutti gli enzimi (dati non mostrati). Su queste 
basi, l'ossidazione delle Cys52 (Prx I), Cys51 (Prx II) e Cys46 (Prx VI) è stata 
interpretata come l'unica modificazione delle perossiredossine responsabile della loro 
focalizzazione ad un pH più acido in cellule HepG2 in seguito a stress ossidativo. 
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Figura 4.7. Analisi di spettrometria di massa MALDI-TOF delle forme basali e di quelle indotte da H20 2 di 
Prxi, Prxii e PrxVI dopo digestione con tripsina. La figura riporta gli spettri di massa della frazione eluita 
con 40% acetonitrile della Prxi basica (pannello A) e acida (pannello B) così come gli spettri della frazione 
eluita con 40% acetonltrlle della Prxii basica (pannello C) e acida (pannello D) e della frazione eluita con 
10% acetonitrile della Prx VI basica (pannello E) e adda (pannello F). 
4.1.7 Dose-risposta e cinetica di risposta al trattamento con 
H202 
Per testare la sensibilità delle perossiredossine all'ossidazione, sono stati effettuati 
degli esperimenti di dose-risposta in cui la linea cellulare in esame è stata esposta a 
concentrazioni crescenti di H20 2 (50-500 IJM) per 10 minuti. Come si può osservare in 
Figura 4.8, la quota ossidata delle Prx aumenta parallelamente all'aumentare della 
concentrazione di H20 2 e già la dose di 100 IJM è in grado di determinare la loro 
parziale acidificazione. A tal proposito occorre ricordare quanto precedentemente 
riportato nel paragrafo 4.1.3, dove si dimostrava come nemmeno una dose di 500 ~M 
H202 fosse efficace a determinare una diminuzione del contenuto cellulare di GSH e di 
tioli proteici totali. Ciò indica che l'ossidazione delle Prx è un marker di stress 
ossidatìvo oiù sensibile dei comuni indicatori dello stato redox cellulare. 
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Agura 4.8. Ossldazione di Prxl, Prxii e Prx VI In cellule HepG2 esposte a dosi subletali di H202. Le cellule 
sono state lncubate per 10 minuti a 37 °C con le quantità indicate di H202. Quindi esse sono state raccolte e 
lisate In tampone di reidratazione. Le proteine intracellulari (30 IJg) sono state analizzate mediante 2-DE 
nell1ntervallo di pH 3-10, seguita da colorazione argentica. Pannello A. In figura è stata riportata solo la 
regione di gel contenente gli spots di Prxi, Prxii e Prx VI. Pannello B. L'analisi quantitativa, fatta su circa 70 
spots comuni presenti nella regione vicino allo spot di Interesse, ha permesso di valutare la quantità 
relativa di ognuna delle forme di Prx dopo esposizione alle dosi Indicate di H20 2• Questa è riportata come 
percentuale rispetto all1ntensità del volume totale di ambedue gli spot. I dati sono riportati come media :t: 
SO di tre esperimenti Indipendenti. I cerchi rappresentano la forma ossidata di Prxi, l quadrati la forma 
ossidata della Prxii e i triangoli la forma ossidata di PrxVI. 
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Per testare ulteriormente la sensibilità delle perossiredossine allo stress ossidativo 
e valutare l'eventuale esistenza di una gerarchia funzionale di risposta al perossido di 
idrogeno, è stata studiata la loro cinetica di attivazione. 
A tale scopo sono stati effettuati degli esperimenti di cinetica con H20 2 500 IJM 
entro 10 minuti di esposizione e, mediante analisi 2-DE, sono state valutate le quote 
di Prx I, Prx II e Prx VI ossidate. Come mostrato in Figura 4.9 le forme ossidate delle 
tre perossiredossine sono visibili già dopo 30 secondi di trattamento delle cellule con 
H20 2, il che conferma la loro elevata sensibilità e rapidità nella risposta. Inoltre le 
quote ossidate aumentano all'aumentare del tempo di esposizione. 
Le cinetiche di ossidazione della Prxi e della Prxii sono simili, suggerendo un 
analogo coinvolgimento funzionale di queste due proteine nella risposta cellulare allo 
stress ossidativo, mentre la PrxVI sembra essere più sensibile all'ossidazione, essendo 
in gran parte ossidata già a 30 secondi dopo l'esposizione. 
Da gel bidimensionali colorati in Coomassie si è potuta ottenere una stima 
dell'abbondanza di ognuna delle tre Perossiredossine nelle cellule HepG2: la 
quantificazione relativa di ciascuna Prx è stata fatta considerando la somma delle 
intensità degli spot di entrambe le forme, acida e basica. La Prxi è risultata essere più 
abbondante rispetto alle altre due di circa tre volte. Dall'intensità degli spot colorati in 
Coomassie è possibile ottenere anche una quantificazione approssimativa della 
quantità assoluta di Prx! nella cellula che è di circa un milione di molecole per cellula. 
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Figura 4.9. Cinetica di ossldazione di Prxl, Prxll e Prx VI In cellule HepG2 esposte a dosi subletali di H20 2. 
Le cellule HepG2 sono state incubate a 37 °C, per i tempi indicati, con 500 11M di H20 2. Quindi, le cellule 
sono state raccolte e Jisate in tampone di reidratazione. Le proteine lntracellulari (30 ~g) sono state 
analizzate attraverso 2-DE nell'intervallo di pH 3-10, seguita da colorazione argentica. Pannello A. Nella 
figura è mostrata solo la regione di gel contenente gli spot di Prxi, Prxll e Prx VI. Pannello B. L'analisi 
quantitativa, fatta su circa 70 spots comuni presenti nella regione vicino allo spot di interesse, ha permesso 
di valutare la quantità relativa di ognuna delle forme di Prx dopo esposizione ad H20 2 al tempi Indicati. 
Questa è riportata come percentuale rispetto all'intensità del volume totale di ambedue gli spot. I dati sono 
riportati come media :: SD di tre esperimenti indipendenti. I cerchi rappresentano la forma ossidata di Prxi, 
i quadrati la forma ossidata della Prxii e i triangoli la forma ossidata di PrxVI. 
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4.1.8 Il recupero della forma ridotta delle Prx I, II e VI è 
indipendente dalla neosintesi proteica 
E' ormai noto in letteratura che la riconversione delle forme ossidate delle Prxl e II 
nelle forme ridotte è un processo reversibile [Wood ZA et al., 2003; Chevallet et al. , 
2003; Woo et al., 2003; Budanov et al., 2004]. La generalizzazione di tale fenomeno 
a tutte le altre Prx, cioè anche alla PrxVI, è invece una materia ancora dibattuta 
[Chevallet et al., 2003]. 
Per testare se, nel nostro modello cellulare, la sintesi proteica "de novo" giochi un 
ruolo nella riconversione delle forme ossidate delle Prxl, II e VI nelle corrispettive 
forme ridotte, le cellule HepG2 sono state esposte ad H20 2 500 IJM per 10 minuti, 1 
ora e 3 ore in assenza e in presenza di un inibitore della sintesi proteica, la 
cicloesimide. I campioni provenienti da tali cellule sono stati analizzati mediante 
analisi 2DE e la quota ridotta di ognuna delle tre Prx è stata quantificata. 
L'incubazione delle cellule con cicloesimide per 10 minuti, 1 ora e 3 ore risulta nella 
ricomparsa della forma ridotta delle Prxi e II in quantità paragonabile a quella 
ottenuta in assenza di inibitore (Figura 4.10 A). Il recupero della PrxVI, invece, non 
avviene entro la finestra temporale da noi considerata (fino a 9 ore, dati non 
riportati). 
Come controllo dell'efficacia dell'inibizione della neosintesi proteica sono stati 
testati, mediante Western Blot, i livelli di espressione della proteina APE/ Ref-1, che è 
nota essere indotta da stress ossidativo in diversi sistemi cellulari [Tell G et al., 
2005]. Come mostrato in Figura 4.10, Pannello B, i livelli della proteina APE/ Ref-1 
aumentano chiaramente dopo 1 ora e 3 ore di trattamento con H20 2 in assenza di 
cicloesimide; questo aumento è, come ci si aspettava, completamente abolito dopo il 
trattamento con l'inibitore. 
La vitalità cellulare nel corso di questi esperimenti si aggira intorno a 95-100%. 
Bisogna notare come, a differenza di quanto fatto negli esperimenti di recupero già 
citati [Wood et al., 2003; Chevallet et al. , 2003; Woo et al., 2003; Budanov et al., 
2004], nei nostri esperimenti, la condizione di stress da H20 2 è continua, visto che 
l'agente ossidante non viene rimosso fino allo scadere dei tempi stabiliti. Questo è 
stato fatto per mimare una condizione di stress ossidativo più simile a quella 
fisiologica. 
Questi dati suggeriscono che, in una condizione di stress ossidativo cronico, le Prxi 
e II giocano un ruolo fisiologico di grande rilevanza nella fase acuta dello stimolo 
proossidante, essendo completamente riconvertite alla forma ridotta nonostante la 
presenza continua dell'agente ossidante. 
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Figura 4.10. Effetti della cicloesimide sulla reversibilità dell'ossidazlone delle Prx I, Il e VI in cellule HepG2. 
Pannello A. Le cellule sono state incubate per i tempi indicati a 37°C con H20 2 500 iJM in presenza o In 
assenza di cicloesimide (10 j.Jg/ml). La concentrazione di H20 2 è stata misurata (dati non riportati) per 
assicurarsi che fosse inalterata per l'intera durata dell'esperimento. Il lisato cellulare (30 J.Lg)è stato poi 
analizzato mediante 2-DE nell'intervallo di pH 3-10 e l gel risultanti sono stati colorati con colorazione 
argentica. L'analisi quantitativa, fatta su circa 70 spots comuni presenti nella regione vicino allo spot di 
interesse, ha permesso di valutare la quantità dì ognuna delle due forme di ogni proteina presenti dopo 
l'esposizione ad H20 2• E' riportata la quantità della forma ridotta di ciascuna Prx come percentuale rispetto 
al controllo (per semplicità è stato riportato solo un tempo zero rappresentativo per tutte e tre le Prx) 
ottenuta da esperimenti senza (rettangoli pieni) e con cicloesimide (rettangoli vuoti). Per ogni punto la 
deviazione standard era Inferiore al 5% rispetto al valore. Pannello B: per valutare l'efficienza di inibizione 
della neosintesi proteica, sono stati testati, mediante Western Biot, i livelli di espressione di una proteina 
sensibile allo stato redox cellulare (APE/Ref-1). 30 f.Lg dello stesso estratto cellulare è stato sottoposto ad 
SDS-PAGE al 12% e la proteina APE/Ref- 1 è stata analizzata utilizzando un anticorpo policlonale specifico 
[Tell G et al., 1998]. 
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4.2 Il modello n;n vivo" 
Nella fase successiva del lavoro siamo passati a studiare, sempre mediante un 
approccio di proteomica differenziale, un modello di stress ossidativo di tipo 
fisiologico, cioè quello che si instaura in seguito ad ischemia/riperfusione (1/R) 
durante il trapianto di fegato. 
A tal fine sono state studiate due condizioni : T1 e T2. T1 rappresenta la condizione 
in cui il fegato è sul banco chirurgico durante la fase di ischemia fredda, T2 
rappresenta la condizione dell'organo dopo riperfusione, e quindi dopo rischemia 
calda. 
4.2.1 Valutazione istologica del danno da ischemia 
La valutazione istologica delle biopsie prelevate in T1 e in T2 indica la presenza di 
caratteristiche anomale in entrambe i casi e un indice di Suzuki più basso per i 
campioni T1 (Figura 4.11). Nei vetrini dei campioni T1 e T2 è spesso evidente la 
congestione dei sinusoidi mentre la congestione delle venule terminali è tipica dei 
campioni T2. Anche la necrosi e una significativa infiltrazione granulocitica sono 
presenti prevalentemente nei campioni T2 (Figura 4.12). Altri cambiamenti, come 
depositi biliari microgranulari nel citoplasma, rigonfiamento degli epatociti e 
dell'endotelio e statosi, sono distribuiti in modo irregolare nei due gruppi e non 
contribuiscono alla formazione dell'indice di Suzuki {Tabella 4.2). La 
microvacuolizzazione del citoplasma (indipendente dalla statosi microvescicolare) è 
presente sia nei campioni T1 che T2. Nell'insieme, il valore dell'indice di Suzuki nei 
due tipi di campioni mostra una differenza significativa (p=0,026 con il test di 
Wilcoxon e SPSS). Nessun vetrino di T1 mostra infiltrazione granulocitica perivenulare 
maggiore del SO% rispetto alla circonferenza dei vasi. In un solo caso del gruppo T2 si 
ha un indice pari a 3 di danno necrotico. La valutazione del danno necroinfiammatorio 
lobulare e periportale secondo Ishak et al. fornisce nell'insieme un basso valore, dato 
anche la bassa componente linfocitaria nella popolazione delle cellule infiammatorie. 
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Rappresentazione con 
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T1 e T2. 
In seguito a 
riperfusione si osserva 
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(P=0,0026). 
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Figura 4.12. Evidenze istologiche di danno al tessuto epatico dopo riperfusone.B e C sono biopsie T1: in B si 
osserva la presenza di qualche granulocita (colorazione con ematossilina-eosina, ingrandimento 200 X) e in 
C si osserva una moderata congestione (200 X). D ed E sono biopsie T2: in D si osserva infiltrazione 
granulocitica e necrosl e in E si osserva una significativa congestione venulare. 
leucocitl 
necrosi litlca 
rigonfiamento focale con necrosi depositi di rigonfiamento steatosi 
PAZ # T lntrasinusol 
dell'endotelio infiammazione peri portale bile degli epatociti % 
dali \10 hpf 
focale 
T1 34.8 + - - + - <5 
1 
T2 35.2 + 1 - + +\- 10 
T1 22.4 
2 
+ <1 - +\- - 20 
T2 32.1 + 1 - - - 30 
T1 11.5 - - - - - 40 
3 
T2 31.5 + <1 - - - 35 
T1 20.8 + <l - - - 12 
4 
T2 68.5 + >2 +\- - - 15 
T1 40.8 - <1 + + + -
5 
T2 24.1 - <l + + + -
T1 29.2 
6 
+ 2 +\- - - 30 
T2 28.1 + 1 - + - 30 
T1 57.1 + <1 + +\- - 10 7 
T2 30.5 + <1 + - - 10 
T1 43.3 
8 
- < 1 - + - <5 
T2 29.8 - 1 - + - 8 
T1 33.7 + <1 - - - -
9 
T2 63.9 - <2 - - - -
Tabella 4.2. Nella tabella sono elencati i cambiamenti morfologici che avvengono durante il danno da l/R. 
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4.2.2 Analisi dei campioni in 2DE 
I campioni provenienti dalle biopsie epatiche eseguite prima (T1) e dopo {T2) la 
riperfusione, sono stati sottoposti ad elettroforesi bidimensionale nell'intervallo di pH 
3-10 (Figura 4.13). 
I gel ottenuti sono stati analizzati con un duplice fine: l'analisi della Prxi per 
confermare il ruolo di marker sensibile di stress ossidativo (visto nel modello 
sperimentale delle HepG2) e l'analisi dei profili proteici globali per valutare le 
differenze tra le due condizioni. 
I due tipi di studio sono concettualmente diversi: nel primo studio si va a verificare 
un'ipotesi fatta in precedenza, il secondo, invece, prescinde da qualsiasi ipotesi a 
priori. 
Hr(kDa) T1 T2 
1.18 -
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Figura 4.13. Esempio del pattern di espressione proteica dopo 20-PAGE delle biopsie epatiche ai tempi T1 e 
T2. Le biopsie sono state omogeneizzate e lisate nel tampone di reidratazione (Tabella 2.1). Gli estratti 
proteici totali (30 ~g) così ottenuti sono stati analizzati mediante 20-PAGE in gradiente di pH 3-10 seguita 
da colorazione argentica. L'asse verticale mostra la massa molecolare apparente (kOa) e quello orizzontale 
i valori pi. 
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4.2.3 La Prx I come marker di stress ossidativo nel modello 
dii/R 
La scelta di focalizzare l'attenzione sulla Prxi è determinata da due motivi: il primo 
consiste nell'attribuire alla Prxi un ruolo primario come molecola tampone 
antiossidante nelle fasi precoci di stress ossidativo negli epatociti vista la sua 
abbondanza (di circa 3 volte), nelle cellule HepG2, rispetto alle altre Prx. Il secondo è 
dato dal fatto che, mentre i livelli assoluti di Prxii e PrxVI nei campioni provenienti 
dalle biopsie epatiche sono inferiori al limite di sensibilità dato dal metodo di 
rilevamento delle proteine da noi utilizzato (la colorazione argentica), la Prxi è 
facilmente individuabile e quindi utile ai nostri scopi. 
Poichè lo stress ossidativo durante I'I/R è generato fondamentalmente durante la 
fase di ischemia calda e riperfusione [Berrevoet F et al, 2003; Kang KJ et al, 2002] ci 
aspettiamo di trovare una maggior ossidazione della Prxi in seguito a tale processo. 
I gel bidimensionali sono stati dunque analizzati per valutare la presenza delle 
forme ossidata e ridotta della Prxl: come si osserva in Figura 4.14, nel campione T2 si 
rileva un incremento della quota di Prx I ossidata rispetto al controllo Tl. 
Sono state riconfermate, mediante MALDI-MS, sia l'identità della Prxi che la natura 
della modifica post-traduzionale responsabile dell'acidificazione del pi della proteina 
(l'ossidazione del gruppo tiolico della Cys52 ad acido sulfonico). 
7.6 pi 8.2 
1.-----Red-.--,~ P~I n.. J :==============: 
T2 Prxri o: ""t Prxi 
Figura 4.14: Ossidazione di Prxl In 
seguito ad 1/R: nella figura è riportata la 
regione di gel contenente gli spot di Prxl 
(gel relativo al paziente 2). 
L'analisi quantitativa ha permesso di valutare la quantità relativa di ognuna delle 
due forme della proteina. Nella Tabella 4.3 sono riportate, per i sei casi analizzati, le 
percentuali relative alla forma ossidata della Prxi, i tempi di ischemia fredda e i tempi 
di ischemia calda che gli organi trapiantati hanno subito. Per tre dei sei campioni 
analizzati si rileva un incremento significativo (fino al 30%), anche se di entità 
variabile, della quota di Prx I ossidata in T2 rispetto a Tl. E' interessante notare come 
questi pazienti siano proprio quelli il cui l'organo ha subito un periodo di ischemia 
calda superiore ai 60 minuti (scritte in rosso). 
Esiste quindi una buona correlazione tra la quota di proteina ossidata e la durata 
della fase di ischemia calda. Non c'è invece correlazione con la durata dell'ischemia 
fredda (Figura 4.15). 
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Questo dato conferma che l'ossidazione della Prxi costituisce un buon marker di 
stress ossidativo non solo nel modello sperimentale delle HepG2, ma anche nel 
modello fisiologico di I/R. 
PAZIENTE PRX l o x (O/o) PRX l ox (O/o) Tempo di Tempo di 
(No) in T1 in T2 ischemia ischemia 
fredda (min) calda (min) 
l 5±1 30±2 584 84 
2 5±0.5 20±1 440 75 
3 4±1 8±1 387 38 
4 4±1 7±1 345 35 
5 3±1 4±1 540 38 
6 5±1 27±2 385 77 
Tabella 4.3. In tabella sono riportate, per ogni paziente, le percentuali relative alla forma ossidata della Prxi 
presente nelle 12 biopsie epatiche analizzate (6 in T1 e 6 in T2). I dati sono riportati come media ± SO di 
tre esperimenti indipendenti. Inoltre sono riportati i tempi di ischemia fredda e di ischemia calda. 
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Figura 4.15. L'analisi quantitativa, fatta su circa 70 spots comuni presenti nella regione vicina alla Prxi, ha 
permesso di valutare la quantità relativa di ognuna delle due forme della proteina. Nel grafico, per ognuno 
dei sei pazienti, sono state messe in correlazione la percentuale della forma ossidata di Prxi e la durata 
della fase di ischemia calda. 
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4.2.4 Variazioni nel profilo proteico globale dopo riperfusione 
Nella fase successiva, per ciascun gel, è stata fatta la valutazione quantitativa 
simultanea di circa 800-900 spots proteici. 
Tutta l'analisi (eseguita mediante appositi softwares) è stata corredata da un 
analisi statistica molto stringente (vedi materiali e metodi). 
Dal confronto tra i profili proteici ottenuti dai campioni T2 e dai campioni T1 sono 
stati messi in evidenza un totale di 50 spots proteici che mostrano un variazione 
statisticamente significativa della loro quantità. L'analisi di massa fingerprint e 
l'utilizzo di database di sequenze peptidiche hanno permesso l'identificazione non 
ambigua di 36 specie proteiche tra le 50 analizzate. 
Nella Figura 4.16 è riportato un gel bidimensionale esemplificativo dove sono 
indicati i 36 spots significativi identificati, mentre nella Figura 4.17 sono riportati dei 
particolari relativi all'espressione differenziale di alcuni di questi. 
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Figura 4.16. Analisi proteomica differenziale delle biopsie T1 e T2. Nel gel bidimensionale sono stati 
evidenziati tutti gli spot proteici che hanno mostrato una variazione significativa della loro abbondanza. Per 
l'identità delle specie proteiche si deve fare riferimento alla Tabella 4.4. 
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Come si può osservare dai dati riportati nella Tabella 4.4 (pagine 100 e 101), la 
maggior parte dei cambiamenti osservati (31 su 36) consiste in aumenti del livello di 
espressione nella condizione T2 e in 6 di questi l'incremento è di tipo qualitativo 
(indicato con la lettera Q) cioè la proteina è assente in Tl e compare in T2. 
L'incremento della proteina alcol deidrogenasi è comune a 5 trapianti. La 
sieroalbumina umana, la fruttosio bifosfato aldolasi B e la glutatione S-tranferasi Al 
subiscono variazioni nei livelli di espressione in 3 dei 9 trapianti; la carbossil esterasi, 
la serin-piruvato aminotranferasi, la 3,2-trans enoil CoA isomerasi, la apolipoproteina 
Al, la anidrasi carbonica I e la 4-idrossifenilpiruvato diossigenasi in 2. La variazione 
delle altre proteine è specifica di un singolo caso. 
Per quanto riguarda le proteine la cui espressione risulta variata, 5 sono correlate 
con il metabolismo lipidico: in particolare la 3,2-trans enoii-CoA isomerasi (0302; 1), 
la apolipoproteina A-1 (APOAl; 2), la acii-CoA-deidrogenasi (ACAOV; 3) e la 3-
idrossiacii-CoA deidrogenasi di tipo II (HC02; 4) aumentano in modo significativo (da 
circa 2 volte a 14 volte), con le prime due proteine che aumentano dopo la 
riperfusione in due diversi trapianti. Al contrario, la acido grasso a catena lunga-CoA 
ligasi l (ACSLl; 5) diminuisce di 2,5 volte dopo la riperfusione. 
Vi sono otto proteine che sono invece correlate con il metabolismo energetico : la 
fruttosio bifosfato aldolasi B (ALOOB; 6), la piruvato deidrogenasi El (OOPB; 9), la 
chetoesochinasi (KHK; 10) e la flavoproteina trasportatrice di elettroni (ETFB; 12) 
aumentano in modo significativo dopo la riperfusione e la prima di queste è comune a 
3 diversi casi di trapianto. La gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi (G3P2; 7), la 
metilmalonato semialdeide deidrogenasi (MMSA; 8) e il citocromo b5 (CYB5, 13) 
aumentano in modo qualitativo mentre l'espressione della fosfoglucomutasi l (PMG; 
11) diminuisce di 4 volte. Per quanto riguarda l'aumento qualitativo della 
gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi, esso riguarda la forma acida della proteina. 
Poiché gli estratti da analizzare in bidimensionale vengono prima trattati con l'agente 
riducente OTT, questo risultato è da imputarsi alla fosforilazione o alla ossidazione di 
cisteine a derivati sulfenici, sulfinici o sulfonici, piuttosto che a 5-glutationilazione 
della proteina. Ciò è in linea con dati di letteratura che dimostrano che la 
gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi è sensibile all'ossidazione, in particolare, alla 
sulfinazione di un particolare gruppo sulfidrilico [Lind C et al, 1998; Claiborne A et al, 
1993]. 
Sei proteine identificate sono già state descritte in letteratura come proteine 
coinvolte o in reazioni antiossidanti o nel signalling redox-mediato; tutte queste 
proteine aumentano la loro espressione più di 8 volte in seguito a riperfusione. La 
glutatione S-transferasi Al (GSTAl; 14), la glutatione 5-transferasi A2 (GSTA2; 16) e 
la perossiredossina 5 (PROX5, 15) sono coinvolte nella protezione della cellula dal 
danno da stress ossidativo [Branum GO et al, 1998; Banmeyer I et al, 2004]. E' 
interessante notare come la prima di queste, la GSTAl, aumenti la sua espressione in 
tre diversi pazienti. Questo è in linea con le evidenze riportate in letteratura, che 
indicano nell'aumento di GSTAl un marker precoce di danno epatico da I/R dopo 
resezione epatica [Branum GO et al, 1998, Chouker A et al, 2005, Tiainen P et al, 
1996]. La flavinreduttasi (BLVRB; 17), che nel fegato converte biliverdina in bilirubina 
(una molecola antiossidante [Oorè S et al, 1999; Stocker R et al, 1987; Stocker R, 
2004]), aumenta di circa due volte. La alcol deidrogenasi (AOHA; 18) e la alcol 
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deidrogenasi classe II catena pi (ADH4; 19), che sono entrambe coinvolte in reazioni 
redox che portano all'aumento di NAD(P)H, sono state descritte come proteine 
coinvolte nel controllo del signalling cellulare redox e forse nella generazione di uno 
stato cellulare proossidante nel fegato [McKillop IH et al, 2005]. In accordo con tale 
ipotesi c'è il fatto che l'alcol deidrogenasi è coinvolta nella via classica del 
metabolismo dell'etanolo che porta alla formazione di acetaldeide e di radicali liberi 
dell'ossigeno, i quali derivano dal concomitante cambiamento nei livelli di NADH e del 
rapporto redox tra NADH/ NAD+: infatti tale rapporto modula l'attività della xantina 
ossidasi, enzima che genera radicali liberi [Engerson ID et al, 1987]. Questo è in linea 
con il meccanismo molecolare responsabile della generazione di una condizione di 
stress ossidativo in seguito ad 1/ R. 
Quattro proteine differenzialmente espresse sono coinvolte nel metabolismo delle 
proteine e degli aminoacidi. Mentre la serin piruvato aminotransferasi (SPYA; 20) e 
l'ornitina carbamoil transferasi (OTC; 22) aumentano dopo la riperfusione, la 4-
idrossifenilpiruvato diossigenasi (HPPD; 21) e la 3-fosfoglicerato deidrogenasi (SERA; 
23) diminuiscono dopo la riperfusione. 
Due proteine, la ciclofilina A (PPIA; 24) e la heat shock cognate 71 KDa protein 
(HSP7C; 25) appartengono alla famiglia dei chaperone molecolari e aumentano in 
modo significativo dopo la riperfusione. Il coinvolgimento di questa classe di proteine 
nella risposta epatica aii'I/ R è in linea con i recenti dati di letteratura che indicano 
come l'induzione PGEl-mediata delle heat shock proteins, comprese GRP78 e Hsp70, 
è in grado, nel topo, di proteggere dal danno da I/ R [Mantle D et al, 1999; Matsuo K 
et al, 2005] e che indicano queste proteine come buoni candidati per approcci di 
terapia genica da adottare nei trapianti. 
Riguardo alle otto proteine che sono coinvolte in varie vie metaboliche, sette 
risultano aumentare in T2. La carbossil esterasi 1 del fegato (ESTl; 26) e la anidrasi 
carbonica 1 (CAH1 ; 27) mostrano un apprezzabile incremento in due diversi pazienti, 
mentre le altre proteine, ad esempio la C-1-tetraidrofolato sintetasi (C1TC; 28), la 
proteina GDH/6PGL endoplasmica bifunzionale (G6PE; 29), la carboni! reduttasi 
(DCXR; 30), la anidrasi carbonica II (CAH2; 31) e la aldo-cheto reduttasi famiglia I 
membro Cl (AK1C1; 33), mostrano un aumento in un singolo paziente. Solo una 
proteina diminuisce in seguito a riperfusione, la 10-formiltetraidrofolato deidrogenasi 
(FTHFD; 32). 
La sieroalbumina umana (ALBU; 34) mostra un significativo incremento in tre casi, 
mentre la calgranulina A (S10A8; 35), una proteina prodotta dai macrofagi, risulta 
aumentata in modo significativo in un solo paziente. 
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%copertura rapporto # Localizzazione No.della proteina Identità della proteina SwlssProt HW p I della sequenza T2 vs TJ pazienti Funzione subcellu/are ~ /9 (ij• 
a)metabollsmo c:: 
llpldlco ~ 
1 3,2 trans enoil CoA isomerasi P42126 35 (33) 5.8 (8.8) 39 4.79 2 metabolismo lipidico mitocondriale !::!: 
2 Apollpoprotelna Al P02647 30 (31) 5.0 (5.6) 38 14.45 2 metabolismo llpidlco proteina del plasma 
3 Acii-CoA deidrogenasi a catena molto lunga P49748 70 (70) 7.4 (8.9) 19 1.85 1 metabolismo llpidico mltocondrlale 
4 3-ldrossiacii-CoA deidrogenasi di tipo II Q99714 30 (27) 6.9(7.7) 34 2.09 1 metabolismo lìpidico proteina di membrana 
5 Acido grasso a catena lunga CoA ligasl 1 P33121 80 (78) 6.4 (6.8) 32 0.42 1 metabolismo lipidlco proteina di membrana 
b) metabolismo 
energetico 
6 Fruttoslo-blfosfato aldolasl B P05062 40 (39) 5.9 (8.1) 49 5.68 3 glicolisi citoplasmatica 
7 Gliceraldelde-3-fosfato deidrogenasi, fegato P04406 16 (36) 5.9 (8.6) 29 Q 1 glicolisi cito p !asmatica 
8 Metti malonato semialdeide deidrogenasi Q02252 30 (58) 6.2 (8.7) 13 Q 1 vie metaboliche mitocondriale 
9 subunità beta del componente El della P11177 40 (39) 5.3 (6.2) 26 4.37 1 ciclo degli acidi mitocondriale piruvato deidrogenasi trica rbossilici 
10 Chetoesochinasi isoforma C P50053 35 (33) 5.6 (5.6) 39 4.07 1 metabolismo del citoplasmatica fruttosio 
11 Fosfoglucomutasl P36871 85 (61) 6 .0 (6.3) 22 0 .24 1 metabolismo del citoplasmatica 
....... glucosio 
o 
12 Flavoprotelna trasportatrice di elettroni P38117 30 (28) 80 (8.2) 35 3.61 1 trasporto degli mitocondriale o subunltà beta elettroni 
13 Citocromo bS P00167 16 (15) 4 .5 (4.9) 49 Q 1 
trasporto degli reticolo 
elettroni endoplasmatico 
c)redox 
14 Glutatlone S-transferasi Al P08263 18 (25) 7 .4(8.9) 35 9.88 3 coniugazione del citop !asmatica glutatione ridotto 
mitocondrlale , 
15 Perosslredossina 5 P30044 20 (22) 6.6 (8.8) 36 1.92 1 attività perossldasica perossisomlale e 
citoplasmatica 
16 Glutatione 5-transferasl A2 P09210 30 (26) 8.5 (8.5) 36 2.14 1 coniugazione del cito p !asmatica glutatione ridotto 
17 Flavln reduttasl P30043 25 (22) 7 .1 (7.3) 62 1.87 1 attività di biliverdina cito p !asmatica reduttasi 
18 Alcol deidrogenasi catena alfa o beta P07327- 25 (40) 8.0 (8.6) 20 9.61 5 ossidazione di alcol citoplasmatica P00325 
19 Alcol deidrogenasi classe II catena pi P08319 45 (42) 7 .2 (8.2) 16 4.27 1 ossidazione di alcol citoplasmatica 
d) metabolismo di 
proteine e di 
aminoacidi 
20 Serin plruvato aminotransferasl P21549 30 (43) 5.9 (8 .6) 24 2.75 2 attività perosstsomla le amlnotransferaslca 
21 4- ldrosslfenllplruvato dlosslgenasl P32754 50 (45) 6 .1 (6.5) 32 0.46 2 catabolismo di Tyr e lntracellula re Phe 
22 Ornltlna carbamoll transferasl P00480 45 (40) 7 .o (8.8) 20 Q l ciclo dell'urea, mltocondrlale biosintesi di Arg 
23 3-fosfoglicerato deidrogenasi 043175 65 (57) 6.0 (6.3) 28 0.34 l biosintesi di Ser citoplasmatica 
e) cheperone 
molecolari 
24 Peptldil-prolll cls-trans lsomerasl A P62937 20 (18) 7.0(7.8) 29 1.74 l foldlng di proteine citoplasmatica (Cicloflllna A) 
25 Heat shock cognate 71 kDa protein Pl1142 20 (71) 6.0 (5.4) 13 Q l chaperone molecolare 
citoplasmatica -
nucleare 
f) vie metaboliche 
26 Carbossll esterasi del fegato P23141 65 (63) 5.9 (6.1) 23 7.64 2 v ie metaboliche 
reticolo 
endoplasmatico 
27 Anldrasl carbonica I P00915 35 (29) 6.5 (6.6) 43 3.47 2 attività di carbonato citoplasmatica deldreatasl 
28 C-1- tetra ldrofolato slntetasl Pll586 120 (101) 6.9 (6.9) 20 2.00 l vie biosintetiche citoplasmatica 
~ 29 proteina GDH/ 6PGL endoplasmlca 095479 120 (89) 6.9 (6.8) 25 1.71 1 vie metaboliche reticolo o blfunzlonale endoplasmatico ...... 
30 Carbonll reduttasl Q9UHY9 30 (26) 7 .8 (8.3) 39 1.99 1 vie metaboliche associata alla membrana 
31 Anldrasl carbonica II P00918 30 {29} 6.1 (6.9) 40 6 .26 1 attività di carbonato citoplasmatica deldreatasl 
32 10-formlltetraldrofolato deidrogenasi 075891 120 (99} 5.6 (5.6} 41 0.41 1 vie metaboliche citoplasmatica 
33 Aldo-cheto reduttasl famiglia I membro Q04828 35 (37} 6.1 (8.0) 22 Q 1 vie metaboliche citoplasmatica Cl 
g) proteine aecrete 
34 Siero albumina umana P02768 85 (69) 5.6 (5.9) 43 9.15 3 attività di proteina del plasma trasportatore 
h) risposta 
infiammatoria 
35 Calgranulina A P05109 14 (11} 6 .5 (6.5) 33 7.59 l legame di Ioni calcio proteina del risposta Infiammatoria macrofagl 
i) non note 
36 omologo della proteina ES1 P30042 30 (28) 6.6 (8.5) 55 2.08 1 non nota mltocondrlale 
~ 
iii' 
Tabella 4.4. Nella tabella, numerati dall'l al 36, sono riportati gli spots proteici sensibili aii'I/R, l'identità delle specie proteiche, Il numero d i accesso per Swiss Prot, le 
c: 
~ coordinate misurate nei gels bidimensionali (massa molecolare e punto isoelettrico sperimentali) , la percentuale di copertura della sequenza ottenuta con la !::!: 
spettrometria di massa e il rapporto tra le intensità degli spots in T2 rispetto a T1 (se il rapporto è maggiore di 1 si tratta di un aumento di espressione, se il rapporto 
è minore di 1 si tratta di una diminuzione). Tra parentesi sono riportati il peso molecolare e il pl teorici. Le proteine sono state raggruppate in base alla loro funzione 
biologica. 
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5.1 Approcci di proteomica per lo studio della risposta 
cellulare allo stress ossidativo 
La risposta cellulare all'insulto ossidativo è molto complessa, e coinvolge diversi 
sistemi metabolici e di riparo del DNA [Wilson DM 3rd et al., 2003] così come la 
regolazione dell'espressione di molti geni del sistema antiossidante [Nakamura H et 
al., 1997]. Cambiamenti dello stato redox cellulare comportano una complessa 
modulazione funzionale di un gran numero di proteine [Nakamura K et al., 1993; 
Staal FJ et al., 1994; Sun X et al., 2000]. Le cellule di mammifero modulano 
"patterns" di espressione proteica in risposta a stress da idroperossidi, attivando 
fattori di trascrizione come Egr-1 [Gashler A et al., 1995], NF-KB ed AP-1 [Marshall 
HE et al., 2000], proteine G [Nishida M et al., 2000] e proteine chinasi regolate da 
segnali extracellulari [Guyton KZ et al., 1996]. Tuttavia solo nei batteri è stata 
dimostrata l'esistenza di un fattore di trascrizione, chiamato OxyR, che si comporta 
come sensore trasduzionale specifico per I'H20 2 [Zheng M et al., 1998]. Nei 
mammiferi devono ancora essere identificate proteine sensibili, in modo specifico, 
aii'H20 2 e ad altri ROS, e devono essere ulteriormente chiariti i meccanismi molecolari 
responsabili degli effetti biologici causati dai ROS. 
Per comprendere le basi molecolari di questa risposta, è importante identificare 
quei geni la cui espressione è modificata in maniera diretta dallo stress ossidativo. A 
questo scopo esistono due principali approcci sperimentali. 
Il primo consiste nello studiare l'espressione di singoli geni candidati. Per esempio, 
Czaja MJ et al. (2003) hanno dimostrato che lo stress ossidativo in colture di epatociti 
induce una stimolazione dei livelli di mRNA di c-jun in maniera dipendente da ERK. In 
maniera simile, è stato dimostrato che lo stress ossidativo prodotto da riperfusione 
post-ischemica attiva NF-KB in epatociti di ratto [Tacchini L et al., 1997]. Poiché gli 
effetti indotti dallo stress ossidativo sono mediati da un insieme molto complesso di 
geni, lo studio di singoli geni candidati potrebbe non rivelarsi adeguato per risolvere la 
complessità della risposta cellulare a questi agenti di stress, patologica o fisiologica 
che sia [Morgan KT et al., 2002]. 
Il secondo approccio, di tipo "globale", consiste in tecnologie volte a misurare 
simultaneamente le modificazioni di un grande numero di geni o prodotti genici, come 
il Differential Display, i chip a DNA o la proteomica. A favore della proteomica vi è 
l'opinione di molti ricercatori secondo cui i livelli di mRNA, non solo non riflettono i 
livelli di espressione proteica finale [Gygi SP et al, 1999; Pandey A et al, 2000], ma 
non ci indicano affatto la natura del prodotto funzionale proteico, cioè quell'effettore 
finale che, di fatto, determina la risposta cellulare che vogliamo studiare. 
E' per questo che abbiamo scelto di utilizzare un approccio di proteomica. 
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5.2 Il modello "in vitro" 
Lo scopo di questa prima parte del lavoro è stato identificare, mediante approcci di 
proteomica, markers molecolari sensibili di danno ossidativo precoce nell'ambito della 
linea cellulare HepG2. 
Mediante analisi bidimensionale è stato possibile rilevare quattro diverse proteine 
in grado di rispondere precocemente allo stress ossidativo indotto da perossido di 
idrogeno. Esse sono state identificate mediante spettrometria di massa e tre di queste 
proteine (Prxi, Prxii, PrxVI) risultano appartenere alla famiglia delle perossiredossine. 
Le perossiredossine hanno destato notevole attenzione negli ultimi anni e sono 
considerate una famiglia, in continua espansione, di proteine ubiquitarie antiossidanti 
tiolo specifiche [Chae HZ et al., 1994] che esercitano un importante ruolo protettivo 
grazie alla loro attività perossidasica nei confronti del perossido di idrogeno e degli 
idroperossidi alchilici [Bryk R et al., 2000]. 
Esse sono localizzate principalmente nel citosol, ma sono state ritrovate anche nei 
mitocondri, nei cloroplasti e nei perossisomi, associate con nuclei e membrane e, in 
almeno un caso, esportate [Hofmann B et al., 2002]. 
Nei mammiferi la famiglia è costituita da sei membri (Prxi-VI). 
Le Prx utilizzano un sistema di cisteine per ridurre i perossidi: la reazione di 
perossidazione è composta da due fasi centrate attorno alla cisteina del sito catalitico, 
detta perossidatica (CysSpH). 
Nella prima fase della reazione la CysSpH attacca il perossido e viene ossidata ad 
acido sulfenico (Cys-SOH): ROOH + Prx-SpH ----t ROH + Prx-5-0H. 
I dettagli molecolari della seconda fase della reazione, il ripristino cioè del gruppo 
tiolico reattivo, distinguono le perossiredossine in tre classi: le 2-Cys tipiche, le 2-Cys 
atipiche, le 1-Cys (Figura 5.1): 
2-Cys Prx tipiche: conservano due cisteine redox attive, la Cys 
perossidatica (il residuo 51) e la Cys risolvente (il residuo 172). Sono 
tipicamente omodimeri obbligati contenenti due siti attivi identici [Hirotsu S 
et al., 1999; Schroder E et al., 2000; Alphey MS et al., 2000; Wood ZA et 
al., 2003]. Appartengono a questa famiglia le Prxl, II, III e IV. Nella seconda 
fase della reazione l'acido sulfenico di una subunità (Cys-SpOH) è attaccato 
dalla cisteina risolvente (Cys-SRH), localizzata al C-terminale dell'altra 
subunità, con la conseguente formazione di un ponte disolfuro, che verrà 
quindi ridotto da una ossidoriduttasi, generalmente la tioredoxina, che 
completa il ciclo catalitico [Nogoceke E et al., 1997; Bryk R et al., 2002]. 
2-Cys Prx atipiche: il meccanismo di reazione è lo stesso, solo che questo 
tipo di Prx è monomerico [Seo MS et al., 2000; Declercq JP et al., 2001], 
quindi le Cys perossidatica e risolvente implicate nella reazione appartengono 
allo stesso polipeptide (il ponte disolfuro che si forma è intramolecolare). 
Appartiene a questa famiglia solo la PrxV. 
1-Cys Prx: presenta solo la Cys perossidatica e non la risolvente [Choi HJ et 
al., 1998]. L'acido sulfenico generato nella reazione con i perossidi è 
presumibilmente ridotto da un donatore elettronico contenente un gruppo 
tiolico, ma l'identità di questo partner riducente non è ancora chiara (anche 
se tra i possibili candidati possiamo includere il GSH, l'acido lipoico e la 
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ciclofilina) [Hofmann B et al., 2002; Peshenko IV et al., 2001; Fisher AB et 
al., 1999; Lee SP et al., 2001]. Appartiene a questa famiglia la PrxVI. 
(a) 
8: 
(b ) 
Typical 2 -Cys Prx 
/ S.. H OH ~..OH 
2 RSH ~-Cys Prx ~ 4 '-... 2..Cys Pnc/ 
Oosu·flde 
roductnsc 
RSSR 2 -Cys Prx / 
Atyp1ca1 2-cys Prx 
HO H 
S,H 
s.. "-2RSt i~Atypica1Prx/l• '-s 
Sr>OH 
Atyplcal Prx / 
'- s"'H Orsurfrdo " 
re<iuciBse 
S,.H ~SSA Alyplcal Pnc / 
'-s...H 
1-Cys Prx 
;> RSH 
RSSR r HOH 
s .. OH 
1-CysPr/ 
ROH 
ROOH 
ROH 
ROOH 
ROH 
F!OOH 
Figura 5.1. Il meccanismo catalitico delle perossiredossine. Pannello A: Prima fase della reazione. Pannello 
B: Ripristino del gruppo tiolico della cisteina perossidatica negli enzimi della prima, della seconda e della 
terza classe. 
Essendo in grado di influire sulla concentrazione intracellulare di perossido di 
idrogeno, le Prx possono ricoprire anche un ruolo nella regolazione delle vie di 
trasduzione del segnale (proliferazione, differenziamento cellulare). 
A seconda della quantità di perossido di idrogeno presente, le Prx possono subire 
diversi livelli di ossidazione della Cys del sito catalitico: il gruppo sulfenico può essere 
ulteriormente ossidato a gruppo sulfinico e quindi a gruppo sulfonico. 
ROOH + Prx-SpH ~ ROH + Prx-S-OH 
ROOH + Prx-S-OH ~ ROH + Prx-S-02H 
ROOH + Prx-S-02H ~ ROH + Prx-S-0 3H 
La Prx I è ampiamente espressa in fegato [Immenschuh S et al., 2002]. E' 
chiamata anche HBP23 data la sua alta affinità per l'eme proossidante [Iwahara S et 
al. , 1995], proprietà che le conferisce un ulteriore ruolo come antiossidante: essa può 
agire come trasportatore intacellulare di eme, prevenendone gli effetti tossici. Infatti 
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l'eme è coinvolto nella produzione di specie reattive dell'ossigeno in diversi sistemi 
sperimentali, incluso quello del danno da I/R [Sadrzadeh SM et al., 1987]. 
L'espressione della Prxi viene indotta dall'eme e dallo stress ossidativo [Immenschuh 
S et al., 1995]. 
La Prxii è stata già descritta in letteratura come scavenger di perossidi e sono note 
anche le modificazioni molecolari che si verificano in seguito a stress ossidativo [Wood 
ZA et al., 2003; Rabilloud T et al., 2002]. E' stato inoltre dimostrato che la sua 
espressione, assieme a quella della Prxi, viene indotta nei fegati trapiantati dopo 
ischemia/riperfusione [Shau H et al., 2000]. 
La Prx VI, anche detta AOP2 (Antioxidant Protein 2), è un membro della famiglia 
delle perossiredossine la cui funzione in vivo non è ancora nota. A differenza delle 
Prxi e II, essa appartiene alla classe delle 1-Cys. Recenti studi hanno dimostrato che 
la PrxVI è largamente espressa in quasi tutti i tessuti e in particolar modo negli 
epatociti [Wang X et al., 2003]. 
In seguito al trattamento effettuato con perossido di idrogeno, le Prxi, II e VI 
appaiono come diverse isoforme, con vari valori di pi e con intensità diverse. E' 
interessante notare come, alla concentrazione e al tempo utilizzato nei nostri 
esperimenti, le Prx mostrino delle significative variazioni, mentre altri parametri quali 
il contenuto di GSH e di tioli proteici totali non risultino variare in modo significativo. 
Quindi l'ossidazione delle Prx sembra costituire un parametro più sensibile di quelli 
comunemente utilizzati come indicatori di uno stato cellulare proossidante. 
Poichè la cinetica di ossidazione delle t re proteine studiate è molto simile, non 
sembra esistere una gerarchia funzionale di attivazione in risposta allo stress 
ossidativo. Tuttavia la rapidità della risposta da parte della PrxVI suggerisce 
l'esistenza di qualche differenza funzionale tra le classi 1-Cys Prx e 2-Cys Prx. 
Questa ipotesi è rafforzata dalle evidenze ottenute negli esperimenti di 
rigenerazione delle forme ridotte delle tre proteine in presenza di cicloesimide: 
mentre le Prxi e II sono efficientemente "retro-ridotte", la PrxVI non lo è del tutto, 
almeno entro la finestra temporale da noi considerata. Questi risultati , assieme ad 
altri dati di letteratura [Woo et al., 2003 ; Budanov et al, 2004], confermano 
l'esistenza di un meccanismo enzimatico comune di retro-riduzione delle Prxi e II. 
Similmente a quanto già dimostrato da Chevallet et al, 2003, la PrxVI non viene 
efficacemente retro-ridotta nel nostro sistema cellulare, suggerendo la presenza di un 
differente meccanismo per il recupero delle forme ridotte delle 1-Cys Prx e, in 
condi~ioni eslreme di stress ossidativo1 l'esistenLa di un ruolo della PrxVI non 
ridondante rispetto a quello delle Prxi e II . 
L'abilità del sistema cellulare nel portare avanti la retro-riduzione delle Prxl e II 
anche in condizioni sperimentali di stress ossidativo croniche, date dalla costante 
presenza di perossido di idrogeno nel mezzo di colt ura, suggerisce che il 
coinvolgimento di questi enzimi nella protezione della cellula dai ROS potrebbe essere 
ancora più efficiente nelle fasi precoci dello stress osidativo. 
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I dati riportati in questa prima parte del lavoro ci indicano che il modello cellulare 
delle HepG2 è un buon modello sperimentale che potrebbe risultare utile per testare, 
ad esempio, l'efficacia dei diversi liquidi di perfusione nella protezione delle cellule 
epatiche dal danno ossidativo durante la conservazione dell'organo da trapiantare. 
Tra le proteine che vengono modificate dopo esposizione delle cellule ad H202, è 
stata identificata anche la proteina RKIP (Raf kinase inibitory protein), un membro 
della famiglia delle proteine che legano fosfatidiletanolamina. RKIP è un regolatore 
negativo di Raf1, che partecipa alla via di trasduzione del segnale delle proteine ERK. 
Dati recenti [Corbit KC et al., 2003] hanno fornito delucidazioni riguardo il 
meccanismo molecolare responsabile di questo effetto. In condizioni basali, RKIP lega 
Raf1 bloccando la sua attività chinasica nei confronti delle proteine ERK. In cellule 
neuronali, quando la protein chinasi C viene attivata da esteri del forbolo o da EGF 
(Epidermidal Growth Factor), la sua subunità ~va a fosforilare la Ser153 di RKIP, che 
si stacca da Raf1. Di conseguenza Raf1 può fosforilare ERK, attivando una cascata di 
trasduzione del segnale. 
Dopo l'esposizione delle HepG2 ad H20 2, si verifica una lieve acidificazione del 
punto isoelettrico di RKIP, modificazione che potrebbe portare all'attivazione di ERK. A 
nostra conoscenza, questa è la prima evidenza di un coinvolgimento di RKIP in una 
via di trasduzione del segnale in risposta a stress ossidativo. Per la definizione di tale 
meccanismo sono richiesti ulteriori esperimenti. 
Le modificazioni molecolari globali a livello delle cellule epatiche dopo stress 
ossidativo sono state analizzate da Morgan KT et al., 2002, mediante la tecnologia dei 
"microarrays" a DNA. Questo approccio è stato utile per trovare markers molecolari di 
stress ossidativo per quanto il significato generale dei dati basati su tale tecnica siano 
stati largamente contestati [Chen G et al., 2002; Gygi SP et al., 1999; Griffin TJ et 
al., 2002]. Infatti, nessuno dei geni di HepG2 la cui espressione viene 
significativamente alterata dopo trattamento con H20 2 sono risultati alterati nelle 
analisi fatte con tecnologie di espressione genica ad alta processività basate sui 
microarrays [Morgan KT et al., 2002]. Queste differenze nei risultati potrebbero 
essere dovute all'utilizzo di diverse condizioni sperimentati, in particolare alle diverse 
dosi e/o tempi di trattamento con H202 o più probabilmente, dalle diverse 
metodologie sperimentali utilizzate. L'analisi proteomica fornisce informazioni 
altamente riproducibili sulla risposta cellulare a tempi precoci, quando cioè non vi è 
ancora un'attiva sintesi proteica e gli eventi molecolari riguardano essenzialmente una 
serie di modifiche post-traduzionali che avvengono su proteine cellulari preesistenti. 
Tale approccio è uno strumento prezioso e complementare per una completa 
comprensione degli eventi biologici fisiologicamente rilevanti innescati dallo stress 
ossi dativo. 
Questo lavoro dimostra la natura promettente dell'approccio di proteomica 
differenziale allo scopo di identificare markers molecolari precoci di stress ossidativo 
in linee cellulari in coltura e in vivo. 
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5.3 Il modello "in vivo'' 
Nella prima fase è stata studiata l'ossidazione della Prxl in vivo. 
In letteratura non vi sono evidenze che dimostrino il verificarsi dell'evento 
dell'ossidazione delle Perossiredossine in condizioni fisiologiche o patologiche in '(ivo. 
Quindi l'aumento dell'ossidazione della Prxl in seguito ad ischemia e riperfusione 
durante il trapianto di fegato, costituisce la prima evidenza del coinvolgimento di 
questi enzimi nello stress ossidativo in vivo. 
Inoltre, questa è la prima evidenza della presenza di un gruppo sulfonico in vivo: 
infatti mentre la sulfinazione non è un evento raro nel fegato di ratto, dove 1'1-2°/o dei 
residui di cisteina delle proteine solubili sono stati identificati come acidi sulfinici, 
l'acido sulfonico non è mai stato trovato [Hamann M et al, 2002]. 
I nostri dati preliminari indicano inoltre la presenza di una diretta correlazione tra 
la durata del tempo di ischemia calda e l'aumento dell'ossidazione della Prxl dopo la 
riperfusione dell'organo. Ciò suggerisce l'importanza della durata dell'ischemia calda 
nell'instaurarsi del danno epatico in seguito a trapianto e a resezione epatica [Abt P et 
al, 2003; Kim YI, 2003]. 
Nella seconda fase del lavoro abbiamo dimostrato che il danno precoce da I/R si 
associa con un profondo cambiamento del profilo proteico globale delle cellule 
epatiche. A nostra conoscenza, questo è il primo lavoro in letteratura che cerca di 
fornire un database di proteine bersaglio nel danno epatico da I/R in seguito a 
trapianto. 
Il limite di questo studio è rappresentato dall'impossibilità di controllare, per ovvie 
ragioni, i tempi di ischemia fredda e di ischemia calda ai quali gli organi trapiantati 
sono stati sottoposti e dalla variabilità inter-individuale fra i pazienti nella risposta 
cellulare allo stress ossidativo da 1/R. Potrebbe essere questa la ragione per cui non è 
stato possibile identificare un chiaro biomarker di stress ossidativo comune a tutti i 
casi di trapianto. Quindi, invece di descrivere il modello molecolare di danno epatico 
in termini di singole specie proteiche, abbiamo ritenuto più informativo focalizzare 
l'attenzione sulle categorie funzionali alle quali le proteine appartengono. Utilizzando 
questo criterio, si può osservare come la maggior parte dei cambiamenti (86°/o sono 
aumenti di espressione, come d'altro canto ci si può aspettare dopo una ripresa 
funzionale dell'organo) riguardano proteine correlate con il metabolismo energetico 
(22°/o), con varie vie metaboliche (22°/o), con la risposta cellulare allo stress 
ossidativo (17°/o) e con il metabolismo lipidico (14°/o) (vedi figura 5.2). 
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Risposta infiammatoria 
Vie metaboliche 
chaperones molecolari 
Metabolismo di proteine e aminoacidi 
Figura 5.2. Il diagramma a torta rappresenta le categorie funzionali alle quali le 36 proteine totali 
identificate appartengono. 
Questa evidenza è indicativa di una risposta precoce dell'organo dopo la 
riperfusione (l'induzione di varie vie metaboliche) e della natura del danno precoce (lo 
stress ossi dativo). 
Vi sono altre tre specie proteiche, la Apolipoproteina A-1, la Aldo cheto reduttasi 
Cl e la Ciclofilina A, non comprese tra le classiche proteine che sono correlate con lo 
stato redox cellulare, che sembrano giocare indirettamente un importante ruolo 
antiossidante nelle cellule eucariotiche [Cuthbert C et al, 1997; Burczynski ME et al, 
2001; Lee SP et al, 2001; Seko Y et al, 2004]. 
E' interessante notare, inoltre, come, tra le proteine significativamente alterate, vi 
sia soltanto una proteina associata con la risposta infiammatoria: la calgranulina A. 
Infatti la risposta infiammatoria è un evento che si verifica a tempi più tardivi dalla 
riperfusione rispetto a quelli da noi considerati. 
Nonostante non siamo stati in grado di estrapolare dall'analisi proteomica un chiaro 
marker di danno epatico da I/R, non è detto che alcune proteine che sono risultate 
essere comuni a più pazienti non lo siano, in realtà, anche ad altri. Infatti i parametri 
statistici da noi utilizzati sono stati molto stringenti, al fine di eliminare il più possibile 
i falsi positivi, favorendo però la perdita di falsi negativi. 
Per quanto riguarda l'analisi istologica dei campioni possiamo dire che i fegati 
provenienti da donatori con età più avanzata e i fegati con steatosi macrovescicolare 
da lieve a moderata, sono più sensibili al danno da 1/R; infatti i macrovacuoli 
esercitano un effetto meccanico di ostruzione del lume sinusoidale e, in seguito alla 
distruzione degli epatociti, i lipidi vengono liberati nel circolo sanguigno portando 
all'ulteriore ostruzione dei sinusoidi e a danno dell'endotelio. 
In seguito ad I/R awengono significativi cambiamenti morfologici come il 
rigonfiamento delle cellule, dovuto ad un'alterata permeabilità di membrana, e 
l'influsso dei leucociti che aderiscono all'endotelio sinusoidale mediante specifiche 
molecole di adesione. Tali cambiamenti possono portare alla necrosi degli epatociti e 
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all'ulteriore richiamo di elementi dell'infiammazione, contribuendo così alla non ripresa 
del flusso sanguigno al momento della riperfusione [Ciavien PA et al., 2003]. 
Questi eventi, che sono stati descritti anche mediante microscopia a fluorescenza 
in vivo [Fondevila C et al., 2003], sono owiamente causati da eventi molecolari 
coordinati, al momento in gran parte sconosciuti. 
Risulta quindi evidente come la valutazione istologica dei cambiamenti morfologid 
e l'analisi dei cambiamenti molecolari avvenuti in seguito ad I/R possano offrire delle 
importanti indicazioni pratiche per valutare ta funzionalità dell'organo, per una 
migliore scelta degli strumenti diagnostici dell'esito del trapianto, per sviluppare 
protocolli per la protezione dell'organo e contribuire quindi al miglior esito del 
trapianto. La proteomica rappresenta quindi un prezioso strumento, accoppiato con le 
classiche analisi morfologiche, per la comprensione della patogenesi del danno da 1/R. 
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The importance of redox state in liver damage 
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Abstract 
Oxidative stress is a major pathogenetic event oc-
curring in severalliver disorders ranging from met-
abolic to proliferative ones, and is a major cause of 
liver damage due to lschemia/Reperfusion (1/R) 
during liver transplantation. The main sources of 
ROS are represented by mitochondria and cy-
tocrome P450 enzymes in the hepatocyte, by 
Kupffer cells and by neutrophils. Cells are provided 
with efficient molecular strategies to strictly control 
the intracellular ROS level and to maintain the bai-
ance between oxidant and antioxidant molecules. A 
cellular oxidative stress condition is determined by 
an imbalance between the generation of ROS and 
the antioxidant defense capacity of the celi and can 
affect major cellular components including lipids, 
proteins and DNA. Proteins are very important 
signposts of cellular redox status and through their 
structure/function modulation, ROS can also influ-
ence gene expression profile by affecting intracellu-
lar signal transduction pathways. 
While several enzymatic (such as superoxide dismu-
tase, catalase, glutathione peroxidase) and non enzy-
matic (such as 4-hydroxynonenal, decrease of glu-
tathione, vitamin E, vitamin C, malondialdehyde) 
markers of chronic oxidative stress in liver are well 
known, early protein targets of oxidative injury are 
yet not well defined. Identification of these markers 
will enable early detection of liver diseases and will al-
low monitoring the degree of liver damage, the re-
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sponse to pharmacological therapies and the develop-
ment of new therapeutic approaches. In the ne w era of 
molecular medicine, new proteomics methodologies 
promise to establish a relationship between pathologi-
cal hallmarks of disease and protein structural and 
functional abnormalities in liver disease, thus allowing 
a better understanding and a more rational therapy 
on these disorders. 
Key words: Hepatocytes, Oxidative Stress, ROS, Sig-
nal Transduction, Proteomics. 
I. Introduction 
I.a. Generai considerations on cellular redox state. 
Reactive oxygen species (such as H20 2, oH·, o;·, col-
lectively known as ROS) play important physiological 
functions and can also cause extensive cellular damage. 
Cells are provided with efficient molecular strategies to 
strictly control the intracellular ROS level and to main-
tain the balance between oxidant and antioxidant mole-
cules. Oxidative stress, resulting from an imbalance be-
tween the generation of ROS and the antioxidant defense 
capacity of the celi, 1 affects major cellular components, 
including lipids, proteins, and DNA. This phenomenon is 
closely associated with a number of human disorders such 
as many degenerative diseases, including cardiovascular 
disease, diabetes, cancer and neurodegenerative disor-
ders2·3 and with almost allliver pathologies.4-6 All these 
conditions appear to be mostly related to chronic oxida-
tive stress. However, the acute exposure to high levels of 
ROS seems also to be responsible for the development of 
different damage such as during ischemia/reperfusion (1/ 
R) in liver.7•8 
Besides to produce cell damage, ROS can also be con-
sidered as molecular second messengers within the cell as 
they can be generated during triggering of particular cel-
lular responses by cytokines, hormones, growth factors 
and other soluble mediators such as extracellular ATP.9 
Therefore, ROS represent a double face medal and 
could act either positively or negatively on cell function-
ing depending on the intensity and duration of the oxida-
tive stress produced on a celi. It is therefore not surprising 
the role of ROS either as apoptotic molecules or stimula-
tors of cell proliferation, depending on the cell type and 
on the intensity of the stress produced. 
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l. b. Major types of oxygen free radicals and their 
derivatives 
Mitochondria are the major source of cellular ROS in 
non-phagocytic cells. 
Low levels of potentially toxic oxygen metabolites are 
physiologically generated in cells and tissues during oxi-
dative phosphorylation. 10 The resulting moderate levels 
of ROS play an integrai role in the modulation of several 
physiological functions of the celi, including gene ex-
pression, signal transduction, and defense against invad-
ing pathogens. Under normal conditions, it is estimated 
that up to l% of the mitochondrial electron flow primari-
ly leads to the formation of superoxide anion that is 
formed by the univalent reduction of molecular oxygen. 
This process is mediated by enzymes such as NADP(H) 
oxidases and xanthine oxidase (Figure l, reactions a and 
b) or nonen:?:ymaticaliy by redox-reactive compounds, 
such as the semi-ubiquinone compound of the mitochon-
drial electron transport chain (Figure l, reaction c). Inter-
ference with electron transport can dramatically increase 
superoxide production. Superoxide is rapidly converted 
within the celi to H
2
0
2 
and 0
2 
by the superoxide dismu-
tases (S0Ds) 11 (Figure l, reaction d). H
2
0
2 
can react with 
reduced transition metals, via the Fenton reaction, to pro-
duce the highly reactive hydroxyl radical (Figure l, reac-
tion e), a far more damaging molecule to the cell. Alter-
natively, H
2
0
2 
may be converted into water by the 
enzymes catalase and glutathione peroxidase (Figure l, 
reactions f and g). During the glutathione peroxidase re-
action, glutathione is oxidized to glutathione disulfide, 
which can be the reconverted to glutathione by glu-
tathione reductase in an NADPH-consuming process 
(Figure l, reaction h). 
Frequently, different reactive oxygen species coexist 
in the reactive celiular environment resulting in a difficult 
identification of the real effector molecule responsible for 
a given biologica! effect. 
Oxidative stress may cause reversible and/or irrevers-
ible modifications on sensitive proteins. Reversible mod-
ifications, usualiy at Cysteine residues, may have a dual 
role: i) protection from irreversible damage and ii) modu-
lation of protein function (redox regulation). lrreversible 
modifications induced by ROS, such di-Tyrosine forma-
tion, protein-protein cross-linking or Lysine and Arginine 
carbonylation, are generaliy associated with permanent 
loss of function and may lead to either the degradation of 
the damaged proteins or their progressive accumulation 
into cytoplasmic inclusions, as observed in age-related 
neurodegenerative disorders. 3 
I.c. Oxidative stress response as a model of redox 
signalling 
Redox signalling implies the use of redox chemistry in 
controlling cellular responses through signal transduction 
mechanisms. Redox signalling is a highly conserved bio-
logica! mechanism during phylogenesis of living organ-
Ho· ------------/+ 
NADP(H) 
oxidase 
~­
o, r~· ~ 
hypoxanthine xanthine 
xanthine uric acid 
d 
e 
Fe3+ 1 cu2+ l 
CAT 
f,g 
Fe3+ l Cu l+ GPX 
CAT 
Figure l. Main pathways for 
the formation of reactive 
oxigen species (ROS). SOD, 
superoxide dismutase; CAT, 
catalase; GPx, glutathione 
peroxidase. 
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isms. Interestingly, it resulted in a widely used molecular 
strategy by different organisms (ranging from bacterial 
procariotes to higher eukaryotes) probably as a conse-
quence of the evolutive pressure represented by the abun-
dance of oxygen in the Hearth atmosphere. ROS are 
present in cells and tissues at low but measurable concen-
tration which is determined by the balance between the 
rate of production versus the clearance by different anti-
oxidant enzymes (SOD, glutathione peroxidase and cata-
lase) and compounds (glutathione, ascorbate, a-toco-
pherol, fJ-carotene ). 12 
A complex functional modulation of several proteins 
occurs upon cellular oxidative stress. 13-15 In particular, 
this is accomplished through modification of proteins 
since several aminoacids, such as Tryptophan, Tyrosine, 
Histidine and particularly Cysteine, are direct targets of 
ROS. 16 ROS-mediated protein modification can affect 
both protein structure and function and pro te in stability. 
It is largely known that oxidized proteins are highly sen-
sitive to proteolytic attack by proteosomes.17 By control-
ling the functional activity of cellular effectors (i.e. pro-
teins) it is clear that ROS can also affect signal 
transduction mechanisms and eventually, influence cellu-
lar gene expression. It is becoming increasingly evident 
that mammalian cells can modulate patterns of protein 
expression in response to hydroperoxide stress, by acti-
vating redox-sensitive transcription factors such as Egr-1, 
NF-KB and AP-1, G-proteins and by activating cellular 
kinases such as the mitogen-activated protein kinase 
(MAPK) family. 18 This oxidative-dependent cellular sig-
nalling pathways alteration may frequently lead, with a stili 
unknown mechanism, to hepatocyte apoptosis. However, 
sensor polypeptides specific to H20 2 and other ROS are 
stili to be identified and little is known about early effects 
on biologica! macromolecules regulating ROS-induced 
cellular effects. It is clear that the understanding of stimu-
lus-specific mechanisms of oxidant-dependent hepatocyte 
apoptosis would be extremely important to develop effec-
tive therapies for a number of forms of liver injuries. 
I.d. Redox sensitive targets in hepatocytes: the 
centrai role of APE/Ref-1 as a molecular paradigm 
It is well established that elevated H20 2 levels are pro-
duced in different liver disorders4·19 as well as during etha-
nol methabolism.20·21 The normalliver is provided with 
very efficient enzymatic and non enzymatic antioxidant 
systems.22 In particular, Kupffer cells and hepatic stellate 
cells are potentially more exposed to ROS molecules and it 
has been well documented that hepatic antioxidant systems 
are significantly decreased in several chronic liver diseas-
es.22·23 Although the study of the involvement of the classi-
ca! intracellular ROS molecular scavengers, such as SOD, 
CAT, GPx, is of fundamental importance in setting up ther-
apeutical approaches toward oxidative-based liver patholo-
gies, understanding of the molecular switches involved in 
cell oxidative stress response at the genomic level could 
also provide interesting applications, in particular the iden-
tification of the early 'molecular switches' of the redox-
based cellular response. This implies that a more focused 
approach should be reserved to understanding those mech-
anisms through which cells may change their genomic ar-
ray upon oxidative burst shortly after injury. 
Although informati an is stili scanty, some genes an d 
their protein products ha ve been discovered to be of fun-
damental importance in controlling the cell function dur-
ing oxidative stress conditions by acting at the genomic 
level and not simply as ROS scavengers. APE/Ref-1 is a 
paradigmatical example of this mechanism and provides 
a good example of the biologica! complexity of the sys-
tem.24 APE/Ref-1 protein plays a centrai role in ROS-in-
duced cellular effects, as a major member of the base ex-
cision repair (BER) pathway of DNA repair, on apurinic/ 
apyrimidinic (AP) sites in DNA (generated as a conse-
quence of oxidative-induced damage on DNA) and as re-
dox controller of the activity of several important tran-
scription factors (TFs) such as NF-KB, AP-1, HIF-1a and 
Pax proteins. APE/Ref-1 has been shown to inhibit apop-
tosis and its altered level or cellular location have been 
described in several human pathologies. Therefore, APE/ 
Ref-1 appears to forma unique link between the DNA 
BER pathway, oxidative signaling and cellular injury. 
APE/Ref-1 protein contains two functionally distinct do-
mains. The N-terminai domain contains the nuclear local-
ization sequence and is essential for redox activity, while 
the endonuclease activity resides in the C-terminai re-
gian. APE/Ref-1 is regulated at both the transcriptional 
and post-translational level. In terms of transcriptional 
regulation, the effects of ROS on APE/Ref-1 induction 
have been the most intensely studied. Data reported so far 
demonstrated that oxidative agents, such as H20 2, and 
ROS-generating injuries such as UV -radiati an, promote a 
transient APE/Ref-1 protein and mRNA induction which 
correlates with an increase of its endonuclease and redox 
activities. At present, it is not known both what is the 
'primum movens' responsible for APEl/Ref-1 gene ex-
pression upon oxidative stress and the signalling path-
ways leading to its activation. Since APEl/Ref-1 expres-
sion represents a molecular marker of oxidative stress, it 
would be important to understand the dissection of sig-
naling pathways responsible for its role in regulating the 
mechanisms of ROS-induced cell responses. The post-
translational regulation of APE/Ref-1 activities seems to 
reside into two non-mutually exclusive mechanisms, i.e. 
subcellular localization and phosphorylation degree. On 
one side, APE/Ref-1 undergoes an active cytoplasm to 
nucleus translocation in different cells25·26 upon ROS ex-
posure. On the other side, phosphorylation and acetyla-
tion seem to play a role in determining the functional ac-
tivity of the protein, at least 'in vitro'. However, neither 
molecular mechanisms responsible for the APE/Ref-1 
gene expression induction upon oxidative injury nor 
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functional data regarding the real 'in vivo' role played by 
post-translational modifications in controlling APE/Ref-1 
functional activities are clear.24 Understanding the possi-
ble relationships existing between APE/Ref-1 levels and 
oxidative-stress-based human liver pathologies is of enor-
mous importance, not only for the comprehension of the 
role and mechanism that APE/Ref-1 may play in the initi-
ation and development of these pathologies but also for 
developing diagnostic markers and therapeutic tools. 
I.e. Pathophysiological implications of redox 
regulation in liver 
ROS play a crucial role in the induction and progression 
of different liver diseases and evidence of oxidative stress 
has been detected in almost all the clinical and experimen-
tal conditions of chronic liver diseases with different etiol-
ogy and progression rate of fibrosis.4·5·27 The pathogenesis 
of the damage involves all the cell types present in the liv-
er (hepatocytes, Kiippfer, stellate and endothelial liver 
cells) via apoptosis, necrosis, ischemia and regeneration, 
all processes leading to altered gene expression. 4 The main 
sources of free radicals are represented by neutrophils, en-
dotoxin-activated Kiippfer cells, hepatocyte mitochondria 
and cytochrome P450 enzymes. 6 The relevance of cellular 
redox imbalance in liver diseases is outlined by a number 
of studies in patients with virai or alcoholic liver diseases 
showing a correlation between liver damage and increase 
in pro-oxidant cellular markers such as malondialdehyde, 
4-hydroxynonenal and their protein adducts, associated 
with a concomitant decrease of GSH, vitamin E, vitamin C, 
selenium, etc.4·28 These markers may contribute to monitor 
the degree of liver damage and the response to antiviral 
therapies. However, alteration ofthese markers only occurs 
in a state of chronic imbalance of cellular redox status and 
possibly occurs as epiphenomenon due to the particular 
stress the cells undergo. At present, informations about ear-
ly molecular targets of oxidative stress in liver are stili 
scanty, although they may be of the utmost interest to de-
sign innovative therapeutical approaches. 
Iron overload and oxidative stress 
Different hepatocellular injuries are associated with iron 
overload such as inflammation, fibrosis, cirrhosis and 
hepatocellular carcinoma. Since iron is a well known cata-
lyst for generation of ROS, it is not surprising that oxida-
tive stress is a common finding in iron overload conditions 
[23]. Clinical relevance of this observation is reinforced by 
prevention of liver injury progression by antioxidant sup-
plementation in animai models of iron overload [29]. 
Ethanol metabolism and oxidative stress 
The oxidative metabolism of ethanol within hepato-
cytes by the cytochrome P450 2El (CYP2El), located in 
the endoplasmic reticulum, has been recognized to con-
tribute to the ethanol-induced liver damages through the 
generation of oxidative stress. The ethanol-inducible 
form of P450 2El has been recognized as one of the pre-
vailing mechanisms responsible for the generation of su-
peroxide anion from ethanol and subsequent ethanol-in-
duced lipid peroxidation.30·31 with a major involvement of 
GSH depletion.32 P450 2El has a very efficient NADPH 
oxidase activity which generates substantial amount of 
superoxide anion and H20 2 as well as hydroxyethyl radi-
cals, alllikely to be responsible for ethanol induction of 
oxidative stress and lipid peroxidation. 
Moreover, also a by-product of ethanol metabolism 
such as acetaldehyde, which is further oxidised to acetate 
by mitochondrial aldehyde dehydrogenase, seems to con-
tribute primarily to the alcohol-induced liver diseases by 
acting at the genomic level through up-regulation of some 
redox-sensitive transcription factors involved in fibrogen-
esis, such as AP-1 and NF-KB. This upregulation will in 
tum up-regulate at the transcriptionallevel the expression 
of proinflammatory cytokines (IL-1{3, IL-6, IL-18, etc.), 
chemokines, adhesion molecules, Fas ligands33 which will 
activate the caspase cascades (apoptosis) and the ATP de-
pletion from mitochondria (necrosis) leading to an auto-
sustaining and autopotentiating oxidative loop. This is the 
molecular basis of the long known observation that the 
oxidative damage plays an important role in hepatic fib-
rogenesis.5 
Non-alcoholic steatohepatitis (NASH), aging and 
oxidative stress 
NASH is a liver disease characterized by histopatho-
logical features similar to those of alcoholic liver disease 
occurring in the absence of significant alcohol consump-
tion.34 1t has been proposed that the oxidative stress may 
be generated by the accumulation of free fatty acids in 
mitochondria, saturation of mitochondrial {3-oxidation 
and excess H20 2 production during peroxisomal {3-oxida-
tion an d to CYP2E l induction. Although of great poten-
tial important clinical implication, this conclusion needs 
to be further demonstrated in both experimental and hu-
man models. 
A significant reduction of antioxidant defenses is usu-
ally associated with aging and leading to an increased 
susceptibility to oxidative stress.35 This reduction may ex-
plain, at least in part, the increased rate of fibrosis pro-
gression seen in chronic HCV patients.36 
Virai hepatitis and oxidative stress 
Cellular damage in virai hepatitis is predominantly de-
termined by an immunologica! response and a large 
amount of data demonstrate that the persistence of infec-
tion, the progression of liver damage and, eventually, car-
cinogenesis are all steps in which oxidative-stress mediat-
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ed pathways are involved.4 Hepatitis C virus (HCV) in-
fection is associated with elevated levels of circulating 
ROS in the serum of patients.37 This increase in ROS 
seems to be due at least in part, to a direct activation by 
the HCV NS3 protein of the NADPH oxidase in mono-
cytes38 and by the core protein and NS5A on other cells, 
with mechanisms involving intracellular calcium mobili-
zation.39.40 Since chronic HCV infection may be associat-
ed with the development of hepatocellular carcinoma 
(HCC) and alteration of cellular redox state is also associ-
ated with tumor transformation and progression, these 
links could explain some aspects of the pathogenesis of 
hepatocarcinogenesis in HCV infection. However, since 
the molecular mechanisms of this potential association 
are far from being understood, caution is needed to ex-
trapolate what observed in the in vitro or animai models 
to the much more complex human setup. 
Oxidative stress during Ischemia/Reperfusion 
Ischemia/Reperfusion (1/R) is a mandatory procedure 
transplantation and liver is not the exception. ROS are 
generated very early after reperfusion of ischemic tissue, 
resulting in oxidative stress that is major cause of cellular 
injury.8 During ischemia, the physiologic form of the 
Xanthine dehydrogenase is converted to the ROS-produc-
ing form Xanthine oxidase.41 On reoxygenation, Xanthine 
oxidase reacts with molecular oxygen to produce ROS. 
Therefore, the major oxidative burst during 1/R occurs af-
ter the reexposure to oxygen during the so called "warm 
ischemia time".7 Although the molecular mechanisms in-
volved in 1/R cellular responses are stili not fully under-
stood, a major role seems to be played by APE/Ref-1 and 
NF-KB proteins in liver.42 Overexpression of APE/Ref-1 
by adenoviral vector resulted in suppression of the reper-
fusion-generated oxidative stress in a mouse model.42 
Liver transplantation (LT) is at present the only avail-
able choice for the treatment of end-stage hepatic disease. 
The 1/R damage of transplanted livers is one of the main 
determinants of primary non function or initial poor func-
tion of the graft conditions that may contribute to a poor 
transplant outcome. In addition, livers from older donors 
and organs with mild to moderate steatosis are more sus-
ceptible to 1/R damage. Therefore, it is clear that the elu-
cidation of the molecular mechanisms involved in the 
early 1/R damage after liver transplantation might greatly 
help to develop protocols aiming at the protection of the 
graft thereby contributing to the improvement of the re-
sults of liver transplantation from one hand and to the 
broadening of the selection criteria for don or organs. 
II. Present and future Perspectives 
Since oxidative stress is a common pathogenetic event 
occurring in severalliver disorders, ranging from hepati-
tis to cancer, the identification of a pattem of molecular 
alterations present at early stages of oxidative damage 
would be of great help in monitoring the progression of 
the disease and in its early recognition. To address this 
important target, further innovative approaches deriving 
from post-genomic discoveries are needed to better un-
derstand the complex molecular mechanisms of oxida-
tive-stress celi responses and to burst the antioxidant abil-
ity of hepatocytes. 
Information regarding the nature of ROS, as well as 
the localization and the effects of oxidative stress, may be 
obtained from the analysis of discrete biomarkers isolated 
from tissues and biologica! fluids. Biomarkers are cellular 
indicators of the physiological state and changes during a 
disease at a specific time. However, the presence of oxi-
datively damaged molecules could simply reflect second-
ary epiphenomena rather than having a causai role. Al-
though a clear definition of the cause-effect role cannot 
be given at present, a growing body of evidence indicates 
that high levels of ROS induce distinct pathological con-
sequences that greatly amplify and propagate liver injury, 
leading to irreversible cell and tissue degeneration. 
T o understand the molecular bases of oxidative-stress-
induced liver diseases it is important to identify those 
genes whose expression/function is directly modified by 
oxidative stress. Modification of gene expression can be 
tested by two different approaches. The first consists in 
the study of the expression of single candidate genes al-
ready known to be target of redox-regulation, such as c-
jun43 and NF-KB.44 However, since it has been shown that 
the biologica! response due to oxidative stress is mediated 
by the modification of a complex array of genes,45 the 
study of single candidate genes may not be adequate to 
sol ve the complexity of oxidative-stress-based liver pa-
thologies. The second approach consists in technologies, 
such as differential display, DNA microarrays or Pro-
teomics, able to simultaneously measure modifications of 
a very large number of genes/gene products. At present, 
there is a p o or know ledge o n the response of li ver cells 
upon oxidative stress in terms of protein species involved, 
because most studies have been carried out only at the 
RNA level. 
The term Proteomics describes the possibility to apply 
global experimental procedures to evaluate gene expres-
sion in terms of single protein species characteristic of 
each cell type.46 Proteomic approaches compete with oth-
er experimental approaches devoted to investigate global 
expression profiles such as DNA microarrays but, dealing 
with the real effectors of biologica! functions, it should be 
able to provide with much more valuable informations. 
The possibility to study the early molecular effects of ox-
idative stress by Proteomics approach represents a power-
ful tool to generate new hypothesis for future studies. 
By using a Proteomic approach, we recently studied the 
early molecular targets of oxidative stress in human epithe-
liallens cells, another system very susceptible to oxidative 
stress.47 This is one of the few examples on how a new de-
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velopment of Proteomics, called Redox Proteomics, may 
be useful in the understanding of the molecular modifica-
tions induced by oxidative stress. However, the road we 
just started is long and stili partially obscure and it is clear 
that the scientific ad venture has just begun. However these 
studies indicate the promising aspect of the Proteomics ap-
proach in the detection of early molecular markers of oxi-
dative stress. These techniques satisfy the necessity of the 
identification of optimal targets for the so called 'redox 
gene therapy' that has been already demonstrated to aver-
come problems associated to oxidative damage during 1/R 
after liver transplantation.48 Therefore, rather than deliver-
ing through transgene vectors, classica! oxidant scaven-
gers, such as SOD or CAT, the overexpression of early 
genes responsi ve to oxidative stress could be most efficient 
in protecting cells from acute doses of ROS an d would pro-
vide an optimal tool to face the majority of liver patholo-
gies. The future will tell us if this fascinating hypothesis 
will be clinically valuable. 
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Abstract 
Oxidative stress is a major pathogenetic event occurring in severalliver disorders an d is a major cause of liver damage due to 
Ischemia/Reperfusion (1/R) during liver transplantation. While severa! markers of chronic oxidative stress are well known, 
early protein targets of oxidative injury are not well defined. In arder to identify these proteins, we used a differential 
proteomics approach to HepG2 human liver cells treated for l O min with 500 1-1M H 20 2 • This dose was sufficient to induce a 
slight decrease of total GSH and total protein thiol content without affecting cell viability. By performing Differential 
Proteomic analysis, by means oftwo-dimensional gel electrophoresis and MAIDI-TOF mass spectrometry, we identified four 
proteins which resulted sensitive to H 20 2 treatment. The main changes were due to post-translational modifications ofnative 
polypeptides. Three ofthese proteins belong to the Peroxiredoxin family ofhydroperoxide scavengers, namely Prxl, Prxll and 
PrxVI, that showed changes in their pl as result of overoxidation. Mass mapping experiments demonstrated the specific 
modification of peroxiredoxins active site thiol into sulphinic and/or sulphonic acid, thus explaining the increase in negative 
charge measured for these proteins. The oxidation kinetic of all peroxiredoxins was extremely rapi d and sensitive, occurring a t 
H 20 2 doses unable to affect the common markers of cellular oxidative stress. Recovery experiments demonstrated a quite 
different behaviour between 1-Cys and 2-Cys containing Prxs as their retroreduction features is concerned, thus suggesting a 
functional difference between different class of Prxs. The in vivo relevance of our study is demonstrated by the finding that 
overoxidation of Prxl occurs during 1/R upon liver transplantation and is dependent on the time of warm ischemia. Our 
present data could be of relevance in setting up more standardized procedures to preserve organs for transplantations. 
Keywords: Proteomics, peroxiredoxin, liver transplantation, oxidative stress, hepatocytes 
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lntroduction 
Reactive oxygen species (ROS) play a crucial role in 
the induction and progression of different liver 
diseases ranging from acute hepatitis to hepatocellular 
carcinoma [1-3] and play a major role as dangerous 
molecules produced by Ischemia followed by Reper-
fusion (1/R) during Liver Transplantation (LT) [4]. 
ROS are able to perpetuate and potentiate their own 
effects by acting on transcription and activation of a 
large variety of cytokines and growth factors [ 5] . The 
relevance of cellular redox imbalance in liver diseases 
is outlined by a number of studies demonstrating a 
correlation between liver damage and increase in pro-
oxidant cellular markers [1,6]. An alteration of these 
markers occurs, unfortunately, only during chronical 
imbalance of cellular redox status and no clear 
information on early molecular targets of oxidative 
stress in liver are available in spite of its potential 
interest to innovative therapeutical approaches [7]. 
Although 1/R is a common occurrence in liver 
transplantations, ROS are generated very early after 
reperfusion of ischemic tissue, resulting in oxidative 
stress that represents a major cause of cellular injury 
[4]. Molecular mechanisms involved upon 1/R are not 
yet fully understood. LT is actually the only available 
choice for the treatment of end-stage hepatic dis~ase. 
The 1/R damage of transplanted livers is one of the 
main determinants of primary non-function or initial 
poor function of the graft conditions that may 
contribute to a bad transplant outcome [8]. The 
elucidation of the molecular mechanisms involved in 
the early phases of 1/R damage after LT might help to 
develop protocols aiming a t the protection of the graft, 
thereby contributing toward the improvement of the 
results of LT. 
During LT the graft, being deprived of blood flow 
after organ harvesting, is cooled and maintained at 
4°C in ice, until its reimpiantation in the recipient, in 
order to reduce metaboiic activity and oxygen 
consumption. Before biood reperfusion the graft is 
maintained at body temperature inside the abdomen 
of the recipient for vascuiar anastomoses for a definite 
amount of rime; this period of warm ischemia is 
characterized by the absence of the protection given by 
cooling a t 4 o c an d thereafter is considered t o be 
crucial for the deveiopment of organ damage after 
reperfusion [9]. During ischemia the physiologic 
form of the Xanthine dehydrogenase is converted to 
the ROS-producing form Xanthine oxidase [10]. 
On reoxygenarion, Xanthine oxidase reacts with 
moiecuiar oxygen to produce ROS. Therefore, the 
major oxidative burst during 1/R, should be accom-
plished after the reestabiishment of oxygen flow 
during the so called warm ischemia rime [ 11] . 
At present, there is a poor knowiedge on the 
response of liver cells upon o xi dative stress in terms of 
protein species involved, because most studies have 
been carried out only at the RNA level. In the present 
work, the molecular modifications of liver cells upon 
acute oxidative stress have been studied by using a 
proteomic methodology. Early cellular markers of 
oxidative stress were identified in HepG2 cells 
exposed to high doses of H 20 2 for short times, when 
celi viability was unaffected by oxidative treatment. 
The results obtained by the in vitro model have been 
applied to monitor the oxidative stress induced by 1/R 
during human LT. Indeed, Prxl overoxidation 
demonstrated to be a sensitive and usefui molecuiar 
marker of oxidative stress in this in vivo model. This 
combined approach may allow new perspectives for 
optimising LT strategies, and strengthen the relevance 
of Proteomics studies to find real in vivo molecular 
targets of oxidative stress. 
Materials and methods 
Cell culture and H 20 2 treatment 
HepG2 cells (ATCC), derived from a human 
hepatoblastoma, were cultured in Duibecco's modi-
fied Eagié medium containing 10% (w/v) foetal bovine 
serum, 5 mM glutamine and antibiotics. The cells 
w ere seeded in l 00 mm dishes an d grown a t 3 7°C in a 
humidified atmosphere of 5% (v/v) COz. HzOz 
treatment was performed on cells after l h of serum 
starvation and in medium w/o serum. Cell viability 
was tested by Trypan blue dye exclusion and 
tetrazolium salt assays [12]. 
Patients and core biopsy 
Informed consent was obtained by every parients 
before the transplant procedure. Ali transpianted 
organs were perfused with Celsior storage solution 
(SangStat Medicai Corporation, Freemont, CA, 
USA) during hypothermic storage and transportation. 
Intraoperative tru-cut (16G) liver biopsies have been 
performed at the following rime points. 
Tl represents the condition in which the liver is at 
back table surgery during coid ischemia time. The 
rime period between cross-clamping (initiation of coid 
ischemia) and Tl biopsy has been recorded and 
represents the rime of cold ischemia; T2 represents the 
condition of the organ after reperfusion a t transplan-
tarion (analysing early 1/R damage), including the rime 
of warm ischemia. T2 biopsy has been performed 
before abdominal closure at the end of the surgicai 
procedure. The time period between reperfusion and 
T2 biopsy has been recorded together with the time of 
warm ischemia. 
All liver biopsies have been immediately frozen at 
- 80°C until processing. Each specimen was collected in 
lysis buffer containing 7.0M urea, 2.0M thiourea, 2% 
(w/v) 3-[(3-cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-
propanesulfonic acid, l O mM DTT, l% p H 3-1 O L or 
pH 4-7 IPG Buffers (Amersham-Pharmacia Biotech., 
Piscataway, NJ), l% (v/v) ~-mercaptoethanol and 
40 mM Tris-HCI and immediately frozen and stored at 
- 80°C before mechanical cell separation. A total of 12 
liver biopsies (6 a t both T l and T2, from 6 donors) were 
analysed in triplicate by 2-DE analysis. 
Preparation of total celi extracts 
T o obtain t o tal celi extracts, 5 x l O 7 cells were lysed 
directly into lysis buffer containing 7 .O M urea, 2.0 M 
thiourea, 2% (w/v) 3-[(3-cholamidopropyl) dimethyl-
ammonio]-1-propanesulfonic acid, lO mM DTT, l% 
pH 3-lOL or pH 4-7 IPG Buffers (Amersham-
Pharmacia Biotech., Piscataway, NJ), l% (v/v) 
~-mercaptoethanol and 40 mM Tris-HCl. Sample 
were lysed in a total volume of 300-5001-11 and 
quantification was performed by the Bradford colori-
metric method [13] and 1-D SDS-PAGE analysis. 
To obtain total protein extracts from human livers 
during LT, bioptic specimens (from about l O mg of 
frozen liver tissue, were homogenized directly into 
lysis buffer as ab o ve described by using a potter. 
Sample were lysed in a total volume of 500 1-1L 
Homogenates were then centrifuged a t l 0,000 x g for 
30 min at 4°C and supernatants collected for the 
following analysis or stored at - 80°C. Protein 
quantification was performed by the Bradford colori-
metric method [13] and 1-D SDS-PAGE analysis. 
Measurement of total glutathione and protein sulfhydryl 
groups 
Cellular levels of total intracellular glutathione were 
assessed according to the method of Griffith [14]. 
Briefly, the day before the experiments, 
1-1.5 X 106 cells were seeded in 60 mm dishes. 
After trypsinization, the cells were washed once with 
PBS and then resuspended in 1.0 ml of lysis buffer. 
An aliquot of 50 !J-l was separated to measure protein 
content by the bicinchoninic acid method [15]. 
Supernatants were centrifuged a t 800 x g for 5 min; 
pellets were treated with 3001-11 of3% (v/v) perchloric 
acid and left on ice for 15 min. The samples were then 
centrifuged at 12,000 X grpm for 5 min; pellets were 
discarded and the supernatant treated with triethanol-
amine (10%, v/v) for pH neutralization (7 .0-7 .5). 
Total glutathione was measured by an enzymatic 
recycling product in which it is sequentially oxidized 
by 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) and 
reduced by NADPH in the presence of glutathione 
reductase. 
Protein thiols were measured as described by 
Di Monte et al. [ 16]. About l 06 HepG2 cells, tre a te d 
for l O min with H 20 2 (500 !J-M) or untreated, were 
scraped and washed in PBS. Pellets were resuspended 
twice in l ml of 5% (v/v) perchloric acid and left 
on ice for 20 min. After centrifugation for 5 min a t 
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12,000 x g, pellets were resuspended in 2.5 ml of 
0.5 M Tris-HCI (pH 8.8) containing 5 mM EDTA and 
l% (w/v) sodium dodecyl sulfate and divided into two 
aliquots of l ml each. One of the aliquots was treated 
with 25 mM N-ethylmaleimide for lO min and used as 
blank. Dithiodinitrobenzoic acid (250 1-1M final con-
centration) was then added and absorbance was 
measured a t 412 nm against the corresponding blank. 
Quantitation was performed by comparing values with 
a standard curve measured for reduced glutathione. 
~stern blot analysis 
Thirty microgram of total cellular extracts, obtained 
from HepG2 cells incubated under different conditions, 
were electrophoresed onto a 12% SDS-PAGE. Proteins 
were then transferred to nitrocellulose membranes 
(Schleicher & Schuell, Keene, NH, USA). Membranes 
were saturated by incubation, a t 4 o c overnight, with 5% 
non-fat dry milk in PBS/0.1% Tween-20 and then 
incubated with the polyclonal anti-APE/Ref-1 antibody 
[17] for 3 h. After three washes with PBS/0.1% Tween-
20, membranes were incubated with an anti-rabbit 
immunoglobulin coupled to peroxidase (Sigma, St 
Louis, MO, USA). After 60 min of incubation a t room 
temperature, the membranes were washed three times 
with PBS/0.1% Tween-20 and the blots were developed 
using ECL chemiluminescence procedure (Amersham 
Pharmacia Biotech, Milan, Italy). Normalizations were 
performed with the polyclonal anti-actin antibody 
(Sigma, St Louis, MO, USA). Blots were quantified 
by using a Gel Doc 2000 videodensitometer (Bio-Rad, 
Hercules, CA, USA). 
Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis 
Thirty microgram of total celi extracts were loaded 
either onto 13 cm, p H 3 -l O L an d p H 4-7 IPG strips 
(Amersham-Pharmacia Biosciences, Milan, Italy). 
IEF was conducted using a IPGPhor II system 
(Amersham-Pharmacia Biosciences, Milan, Italy) 
according to the manufacturer's instructions. Focused 
strips were equilibrated with 6.0 M urea, 261J-M. 
DTT, 4% (w/v) SDS, 30% (v/v) glycerol in 0.1 M Tris-
HC1 (pH 6.8) for 15 min, followed by 6.0M urea, 
0.38 M iodoacetamide, 4% (w/v) SDS, 30% (v/v) 
glycerol, and a dash of bromophenol blue in 0.1 M 
Tris-HCl (pH 6.8) for lO min. The equilibrated strips 
were applied directly to l O% SDS-polyacrylamide gels 
and separated a t 130 V. Gels were fixed and stained by 
ammoniaca! silver. Gels were scanned with an Image 
Master 2-D apparatus an d analysed by the Melanie 5 
software (Amersham-Pharmacia Biosciences, Milan, 
Italy) that allowed to estimate the relative differences 
in spot intensities for each represented protein. Due to 
the different representative levels of the proteins, gel 
analysis were performed by cropping the region under 
120 kDa. Protein spots in the cropped images were 
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detected and matched between the different samples; 
individuai spot volume values were obtained accord-
ing to the program instructions. For each cropped 
image, the total volume of matched spots were set 
equal to 1.0 using the program's volume normal-
ization function. Ratios of the different samples 
normalized volumes values for the candidate proteins 
were compared with each other and a mean relative 
difference in spot intensity was calculated. 
Mass spectrometry analysis 
Spots from 2-DE were excised from the gel, triturated 
and washed with water. Proteins were in-gel reduced, 
S-alkylated and digested with trypsin as previously 
reported [18]. Samples were alternatively digested 
with endoprotease AspN. Digest aliquots were 
removed and subjected to a desalting/concentration 
step on J..LZipTipC18 (Millipore Corporation, Bedford 
MA, USA) using acetonitrile as eluent before 
MALDI-TOF-MS analysis. Peptide mixtures were 
loaded on the MALDI target, using the dried droplet 
technique and a-cyano-4-hydroxycinnamic acid as 
matrix, and analysed by using Voyager-DE PRO mass 
spectrometer (Applied Biosystems, Framingham, 
MA, USA). Internai mass calibration was performed 
with peptides deriving from enzyme autoproteolysis. 
PROWL software package was used to identify spots 
unambiguously from independent non-redundant 
sequence databases. Candidates from peptide 
matching analysis were further evaluated by the 
comparison with their calculated mass and pi using 
the experimental values obtained from 2-DE. In the 
case of extensive peptide mapping analysis, assign-
ments of the recorded mass values to individuai 
peptides were performed on the basis of their 
molecular mass and protease specificity, using the 
GPMAW 4.23 software (Lighthouse Data, Odense, 
Denmark). 
Statistica/ analysis 
All statistica! analyses were performed using Microsoft 
excel data analysis program for Student's t-test 
analysis or using statistica! analysis program for 
ANOVA with the Scheffè multiple comparison test. 
P< 0.05 was considered statistically significant. 
Results 
HepG2 cells respond to high doses of H 20 2 treatment at 
early-times through changes in the Proteome profile 
To identify direct molecular targets of oxidative stress, 
and not secondary epiphenomena due, for instance, to 
apoptotic processes, it is important to expose the cells 
for the minimal time to the oxidative injury. There-
fore, human HepG2 liver hepatoblastoma cells were 
treated with a dose of 500 1-1M H 20 2 for l O min. This 
dose was effective in producing a slight decrease of 
total GSH and total protein thiols content (9% ± 2 
and 15% ± 5 of decrease with respect to control, 
respectively) indicating that these parameters usually 
employed to evaluate the cellular redox state, were 
only marginally affected by H 20 2 treatment. More-
over, cell viabilities, as derived by the Trypan-blue 
exclusion and MTr assays, were completely unaf-
fected during H 20 2 treatment. These results indicate 
that treatment ofHepG2 cells for l O min with 500 J..LM 
of H 20 2 provides a good system to identify early 
protein modifications upon oxidative stress in human 
liver cells, under conditions of maximal cell viability. 
To study the cellular response, in terms of the 
Proteome profile, we used a Differential Proteomic 
approach by means of 2-DE gel analysis coupled to 
MALDI-MS identification of the proteins of interest. 
HepG2 cells were treated for l O min with 500 1-1M 
H 20 2 and then collected for two-dimensional elec-
trophoresis analysis. From the analysis oftypical2-DE 
gels performed on total cellular extracts before and 
after H 20 2 exposure, a number of about 500 different 
spots focalised in the p H range (p H 3 -l O an d p H 
4-7) used for the analysis of each sample (no t shown). 
After cells were exposed to H 20 2, four spots markedly 
diminished in intensity or disappeared and shifted to a 
more acidic p H (Figure l). All these liver hydroper-
oxide early responsive proteins, designated here as 
LiHERP, were excised from the gel, digested with 
trypsin and analysed by MALDI-TOF mass spec-
trometry. Peptide mass fingerprint analysis and non-
redundant sequence database matching allowed the 
unambiguous identification of ali the analysed species. 
Figure l and Table l report the nature of each 
identified spot, the measured 2-DE coordinates and 
their relative sequence coverage. The four proteins, 
namely Peroxiredoxin I (Prxl), Peroxiredoxin II 
(Prxii), Peroxiredoxin VI (PrxVI) and the Raf Kinase 
Inhibitory Protein (RKIP) occurred as different 
isoforms with various pi values, depending on H 20 2-
treatment. 
Peroxiredoxins modification upon H 20 2 exposure of 
HepG2 cells 
Proteomic analysis allowed to identify Peroxiredoxins 
as sensitive markers of oxidative injury in liver cells. 
In fact, spots corresponding to Prxl, Prxii and PrxVI 
in the control cells positioned at api value around 8.2, 
5.6 and 5.9, respectively (Figure 1). In H 20 2-treated 
cells, these species were only slightly present and new 
spots, whose intensity was weaker than that of the 
originai ones, occurred at a more acidic positions (pi 
7.6, 5.2 and 5.5, respectively). These components 
were again identified by MALDI-MS as Prxl, Prxii 
and PrxVI, respectively, suggesting that some chemi-
cal modification was affecting their pi value. In order 
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Figure l. Pattern of proteins expression after 2D-PAGE of HepG2 cells in response to H 20 2 • Representative gel regions comprising statistica! 
significant changes in Proteome profile were cropped. LiHPRPs are indicated by arrowheads and numbers. 
Table I. List of spots/protein species sensitive to the H 20 2 treatment in HepG2 cells, detected by 2-DE and identified by peptide mass 
fingerprint analysis. 
Experimental 
LiHERP (spot) Protein Mass (kDa) p I Coverage (%) 
Peroxiredoxin I (Q06830) 22.0 8.2 60 
l' Peroxiredoxin I (Q06830) 22.0 7.6 71 
2 Peroxiredoxin II (P32119) 22.5 5.6 80 
2' Peroxiredoxin II (P32119) 22.5 5.2 59 
3 Peroxiredoxin VI (P30041) 25.0 5.9 49 
3' Peroxiredoxin VI (P30041) 25.0 5.5 50 
4 RKIP Phosphatidylethanolamine-binding protein (P30086) 21.0 7.65 77 
4' RKIP Phosphatidylethanolamine-binding protein (P30086) 21.0 7.55 84 
The spot number, protein description, accession number (SwissProt entry), experimental molecular mass, experimental pi and sequence 
coverage are listed. 
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to identify the structural changes in peroxiredoxins 
responsible for the observed acidic shift, correspond-
ing spots from untreated and H 20Texposed cells were 
submitted to extensive peptide mapping experiments 
using trypsin or endoprotease AspN as in situ 
hydrolysing agents. The corresponding digests were 
loaded on separate 1-1ZipTip devices and further eluted 
in parallel with a stepwise procedure. The resolved 
digests were compared by MALDI-TOF mass 
spectrometry analysis, showing a series of common 
MH+ signals easily assigned to polypeptide species on 
the basis of their molecular mass and protease 
specificity (data not shown). 
Differences in the spectra between untreated and 
H 20Toxidized Prxl were observed only in the case of 
the tryptic digest fractions eluted with 40% aceto-
nitrite (Figure 2, panel A and B). The spectrum of 
untreated Prxl sample showed MH+ signals a t m/ z 
3095.4 and 3280.8, associated to peptide (36-62) 
,-.., 
~ ,_.. 
~ ..... ·-fil = Q.; ..... = .. 
Hifi 
and (38-62), both containing the active site residue 
Cys52 as carboxamidomethylated species (Figure 2, 
p an el A). On the contrary, H 20 2-exposed Prxl sample 
showed a series of signals related to the previous ones, 
presenting a parallel mass shift of - 25 and - 9 Da, 
respectively (Figure 2, p an el B). These mass 
differences were ascribed to the specific H 2 0 2 
oxidation of Cys52 thiol group to sulphinic and 
sulphonic acid, respectively. These modifications 
prevented thiol group to react with alkylating agents, 
as observed in the case of untreated Prxl. On this 
basis, signals reported in the spectrum of the oxidized 
Prxl digest were interpreted as corresponding to those 
peptides reported in the case of the untreated enzyme 
but containing the enzyme active si te residue Cys52 as 
sulphinated or sulphonated species. 
Similarly, tryptic digests of untreated and H 20T 
oxidized Prxii presented identica! signals, with 
the only exception of fractions eluted with 40% 
A 
c 
HIIJ ~ "" 
i :~ 
i ~ 
Mass (m/z) 
Figure 2. MALDI-TOF mass spectrometry analysis ofbasal and H 2 0 2-inducedforms of Prxl, Prxll and Prx Vlfollowing digestion with trypsin. Mass 
spectrum of the fraction eluted with 40% acetonitrile from basal (Pane/ A) and H 20rinduced form of Prxl (Panel B). Mass spectrum of the 
fraction eluted with 40% acetonitrile from basal (Pane/ C) and H 20 2-induced form of Prxll (Pane/ D). Mass spectrum of the fraction eluted 
with 10% acetonitrile from basal (Pane/ E) and H 20z-induced form ofPrxVI (Panel F). Selected mass ranges are reported. 
acetonitrile (Figure 2, Panel C and D). In the case of 
the untreated Prxll sample MH+ signals at mlz 3060.6 
and 3245.7 occurred in the spectrum. These peaks 
were ascribed to peptide (37-61) and (35-61), 
respectively, both containing Cys51 as carboxamido-
methylated residue (Figure 2, P an el C). O n the 
contrary, the oxidized Prxll sample showed the same 
pattern of signals that, however, presented a parallel 
mass shift of - 25 Da (Figure 2, Panel D). Therefore, 
signal differences reported between Prxll spectra were 
again associated to modification on peptides contain-
ing the enzyme active site residue, in which Cys51 
thiol group was oxidized to sulphinic acid. 
Differences in the spectra between untreated and 
H 20 2-oxidized PrxVI were observed only in the case 
of the tryptic digest fractions eluted with 10% 
acetonitrile (Figure 2, Panel E and F). The spectrum 
ofuntreated PrxVI sample showed MH+ signals at mlz 
1396.8 and 1665.9, assigned to peptide (41-52) and 
( 41-5 5), ali containing the active si te residue Cys46 
as carboxamidomethylated amino acid (Figure 2, 
Panel E). On the contrary, H 20z-injured PrxVI 
sample showed two signals related to the previous 
ones, presenting a parallel mass shift of - 25 Da 
(Figure 2, Panel F). This mass difference was again 
ascribed to the specific H 20 2 oxidation of Cys46 thiol 
group to sulphinic acid. 
Mass mapping experiments on Prxl, Prxll and 
PrxVI foliowing digestion with endoprotease AspN 
confirmed the findings reported above and allowed 
covering the entire protein sequence for ali enzymes 
(data not shown). On this basis, oxidation of Cys52 
(Prxl), Cys51 (Prxll) and Cys46 (PrxVI) were 
interpreted as unique modification of peroxiredoxin 
polypeptides responsible for the measured acidic shifts 
in HepG2 celis foliowing oxidative insult. 
Sensitivity of Peroxiredoxins oxidation 
In order to test the sensitivity of Prxs oxidation upon 
HzOz-induced oxidative stress, a dose-response 
experiment was performed, in which cells were 
, exposed to increasing H 20 2 doses (0-500 J.,LM) for 
l O min. As shown in Figure 3, the amount of oxidized 
Prxs well paralieled H 20 2 concentration. Noteworthy, 
exposure of HepG2 celis a t l 00 J..LM H 2 0 2 doses was 
effective in determining Prxs acidification, although 
both protein isoforms were present in the gel. It has to 
be noted that the 100 J.,LM dose ofH20 2 was ineffective 
in causing a decrease of GSH and total protein thiol 
contents (data not shown) suggesting that Prxs 
oxidation is much more sensitive to oxidative stress 
than common markers of redox cellular state. 
Quantitation, by considering the relative amount of 
the sum ofthe spot intensities ofboth acidic and basic 
isoforms of each Prxs in different proteomic maps 
visualized by Coomassie-staining, allowed to estimate 
the relative amounts for each of the three Prxs in 
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HepG2 cellline. Prxl resulted about three-fold more 
abundant than the other two Prxs found in this study. 
A rough quantitation of Prxl absolute amounts, by 
measuring the intensity of Coomassie stained spot, 
gave a value of about 106 molecules per celi. 
In order to evaluate the sensitivity and the possible 
existence of a functional hierarchy of the three 
Prxs toward H 20 2 treatment, we assayed the kinetic 
of Prxs overoxidation upon hydrogen peroxide 
exposure. To this end we performed time-response 
experiments with 500 J..LM H 20 2 within l O min of 
exposure and evaluated the amount of oxidized forms 
of Prxl, II and VI by 2-DE analysis. As shown in 
Figure 4, the oxidized forms of the three Prxs were 
evident even after 30 s of H 2 0 2 exposure and their 
amounts increased in a time-dependent fashion. The 
oxidation kinetics of Prxl and Prxll were qui te similar 
suggesting a similar functional involvement in 
response to oxidative stress, while PrxVI appeared 
more sensitive being oxidized to a greater extent after 
30 s of H 20 2 exposure. 
Reconversion of the oxidised Prxl, Prxll and Prx VI into 
the reduced forms 
While being generaliy accepted that reconversion of 
the oxidized Prxl and Prxll into the reduced form is a 
reversible process [ 19-22], the generalization of this 
phenomenon to other Prxs, such as PrxVI, is stili 
a debated matter [20]. To test whether de novo protein 
synthesis plays a role in the reconversion of the 
oxidized forms of Prxl, Prxll and PrxVI into the 
reduced ones in our celi model, we exposed HepG2 
cells to H 20 2 500 J..LM for l O min, l h and 3 h in the 
presence/absence of the protein synthesis inhibitor 
cycloheximide and then conversion of the oxidized 
forms of the three Prxs into the reduced ones was 
quantified by 2-DE analysis. Incubation of the cells 
with cycloheximide for l O min, l an d 3 h resulted in 
the reappearance of the reduced Prxl and Prxll 
enzymes in amounts comparable to those obtained in 
the absence of the inhibitor (Figure 5, Panel A). 
Interestingly, the recovery of PrxVI did not occur in 
the time frame we explored n or a t longer times ( even 
at 9 h we were no t able to appreciate any retro-
reduction of PrxVI, not shown). As a contro! of the 
protein neosynthesis inhibition efficacy, the expression 
levels of a redox sensi ti ve protein (APE/Ref-I), which 
is largely known to be up-regulated by oxidative stress 
in different celi systems [23], was also tested by 
Western blotting analysis. As shown in Figure 5 
(Panel B), APE/Ref-I protein levels w ere clearly 
increased after l and 3 h of H 20 2-treatment in the 
absence of cycloheximide; this increase was comple-
tely blunt by the inhibitor treatment, as expected. Celi 
viability assayed during these experiments was around 
95-100%. It is to be noted that, differently from what 
previously shown in ali the other recovery experiments 
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Figure 3. Prx!J Prxll and PrxVI oxidation in HepG2 cells exposed to sublethal doses of H 2 0 2 • HepG2 cells were incubated for lOmin, at 37°C, 
with the indicated amounts ofH20 2 • Celllysates (30 ~g) were then analysed by 2-DE and the resulting gels were stained by ammoniacal silver. 
PanelA: Only the regions ofthe stained gels containing Prxs spots are shown (reduced: red, and oxidized: ox). Panel B: Quantitative analysis, 
performed as reported in Experimental Section on about 70 matched spots around each Prx spot, allowed to evaluate the relative amount of 
each the Prxs forms occurring following exposition to the indicated doses ofH20 2 • 1t is reported as percentage ofthe total volume intensity of 
Prxs spots. Data reported are the mean :±:: SD ofthree independent experiments. Circles represent the oxidate form ofPrxi, squares represent 
the oxidate form of Prxii, triangles represent the oxidate form of PrxVI. 
described so far [19-22], we performed this exper-
iment under continuous oxidative conditions without 
removing the oxidant agent in order to mimic a more 
physiologic condition of oxidative burst. The 
measured concentration of H 20 2 in the extracellular 
medium was unaltered for the whole duration of the 
experiment (data no t shown). Therefore, in additi o n, 
our data suggest that in the case of chronic oxidative 
conditions, Prxl and Prxii play a major role during the 
raise (acute phase) of the oxidative burst being 
completely retroreduced even in the continuous 
presence of the oxidant. 
Prxl overoxidation occurs during ischemia/reperjusion 
(Il R) in transplanted livers 
Our present work, in HepG2 cells, shows that Prxl 
protein is about three-fold more expressed than the 
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Figure 4. Kinetics of Prx I, Prx II and Prx VI oxidation in HepG2 exposed to sublethal doses of H20 2 • HepG2 cells were incubated for the indicated 
tirnes with 500 f.LM H 20 2, a t 37°C. Celllysates (30 f.Lg) were then analysed by 2-DE in the range of p H 3 -l O and the resulting gels were stained 
by silver staining. Panel A: Only the regions of the stained gels containing Prxs spots are shown (reduced: red, and oxidized: ox). Panel B: 
Quantitative analysis, performed as reponed in Experimental Section on about 70 matched spots around each Prx spot allowed to evaluate the 
amounts of each Prxs forms occurring following exposition to the indicated doses of H 20 2 • l t is reported as percentage of the total volume 
intensity of Prxs spots. Data reported are the mean ± SD of three independent experiments. Circles represent the oxidate form of Prxl, 
squares represent the oxidate form of Prxll, triangles represent the oxidate form of PrxVI. 
other two Prxs and this would predict its major role as 
an early antioxidant buffering molecule in hepato-
cytes. Un der this hypothesis, w e followed Prxl 
oxidation as a sensitive marker of oxidative stress 
during VR upon LT. Moreover, the absolute levels of 
Prxii and PrxVI from liver biopsies samples were 
under the limit of detection of our staining procedures 
and therefore the easily reproducible Prxi oxidation 
was the only possible strategy to be accomplished. 
Oxidative stress during VR is mainly generated 
during the time of warm reperfusion [11,24]. 
Therefore it can be expected a major oxidation of 
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Figure 5. Effect of cycloheximide on the retroreduction of Prxl, Prxll and Prx VI in HepG2 cells. Panel A: HepG2, cells were incubated for the 
indicated times, at 37°C, with 500 f.LM H20 2 in the presence or absence of the protein synthesis inhibitor cycloheximide (10 f.Lg/ml). Celi 
lysates (30 f.Lg) were then analysed by 2-DE and the resulting gels were stained by ammoniaca} silver. Quantitative analysis, performed as 
reported in Experimental Section on about 70 matched spots around each Prx spot, allowed to evaluate the amounts of the two Prxs forms 
occurring following exposition to H 20 2 • l t is reported the amo un t of the reduced form of each Prxs as percentage of the contro l (for clarity only 
a representative time O was reported for the three Prxs) obtained from experiments w/o (black boxes) or with (empty boxes) cycloheximide. 
For each point, standard deviations were below 5% of the value. Panel B: In order t o evaluate the efficacy of the protein neosynthesis inhibition, 
the expression levels of a redox sensitive protein (APE/Ref-1) were tested by Western blotting analysis. 30 f.Lg ofthe same cell extracts were 
separated on a 12% SDS-PAGE and APE/Ref-1 protein was analysed by using the specific polyclonal antibody [17]. 
Table Il. Amount of reduced and oxidized isoforms of Prxl after 
1/R upon liver transplantation. 
Prxi Oxidized form (%) Ischemia (min) 
Patient 
(No.) T l T2 Time ofcold Time ofwarm 
l 5 ± l 30 ± 2 584 84 
2 5 ± 0.5 20 ±l 440 75 
3 4 ±l 8 ± l 387 38 
4 4 ±l 7 ± l 345 35 
5 3 ±l 4 ±l 540 38 
6 5 ± l 27 ± 2 385 77 
Quantitative analysis of reduced and oxidized forms of Prxl were 
performed as described in Experimental Section after 2-DE analysis 
of 12liver biopsies (6 in both T l and T2) corresponding to six liver 
transplantations. Data reported are the mean ± SD of three 
independent experiments. 
Prxl during this phase of the process. Samples from six 
bioptic livers before (Tl) and after reperfusion (T2) 
during transplantation of the organ w ere collected an d 
analysed for the presence of the oxidized and reduced 
forms of Prxl by 2-DE gel analysis. T l represents the 
condition in which the liver is at back table surgery 
during cold ischemia time. The time period between 
cross-clamping (initiation of cold ischemia) and Tl 
biopsy has been recorded and is reported in Table 2. 
T2 represents the condition of the organ after 
reperfusion at transplantation including the time of 
warm ischemia (analysing early 1/R damage). The 
time period of warm ischemia has been recorded and 
is reported in Table 2. T2 biopsy has been performed 
before abdominal closure at the end of the surgical 
procedure. The time period between reperfusion and 
T2 biopsy was not significantly different between the 
six cases. 
Prxl identity was confirmed by MALDI-MS 
together with the nature of its post-translational 
modification that resulted to be an oxidation of 
Cys52 thiol group to sulphonic acid. Data obtained 
are reported in Figure 6 and Table 2. Indeed, for three 
of the six samples deriving from the reperfused organ 
(T2), we were able to evaluate a variable but significant 
increase (reaching 30% in T2) in the amount of 
oxidized form of Prxl with respect to control liver 
biopsies in T l. In Table 2, we report data obtained for 
each samples together with the time of cold and warm 
ischemia. lnterestingly, present data demonstrate a 
good correlation between the amount of oxidized Prxl 
an d the time of warm ischemia but no t with the time of 
cold ischemia, thus underlining that the amount of 
oxidized Prxl molecule could constitute a good marker 
of oxidative stress during 1/R. 
Discussion 
The aims of this work were the identification of early 
and sensitive markers of oxidative stress in liver cells 
and the possible use of these markers to monitor 
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Figure 6. Prxl overoxidation in liver biopsies during IIR upon organ 
transplantation. Samples from six bioptic livers before (Tl) and after 
reperfusion (T2) during transplantation of the organ were collected 
and direcdy dissolved into rehydrating solution as described in 
Section 2. Celllysates (30J.Lg) were then analysed by 2-DE and the 
resulting gels were stained by ammoniacal silver. Panel A: Only a 
representative region of the stained gels containing Prxl spots from 
liver biopsies from patient 2 are shown (reduced: red, oxidized: ox, 
the asterisk represents a reference spot). Prxl identity was confirmed 
by MALDI-MS. T l represents the conditions in which the liver is at 
the back table surgery during cold ischemia time. T2 represents the 
conditions of the liver after reperfusion at transplantation (analysing 
early 1/R damage). T2 biopsy has been performed before abdominal 
closure a t the end of the surgical procedure and includes the warm 
ischemia time-period. Panel B: Quantitative analysis, performed as 
reported in Experimental Section on about 70 matched spots around 
Prxl spot, allowed to evaluate the relative amount of each Prxl forms 
occurring following transplantation. The relative increase in the 
oxidized form ofPrxl is reported for each ofthe six transplantations. 
Data reported are the mean ± SD of three independent 2-DE gel 
analysis (Statistica! analysis by ANOVA, **P< 0.01). 
oxidative stress during human LT. Four different 
proteins were detected by 2-DE analysis as early 
responsive species to hydroperoxide-induced 
oxidative stress and identified by mass spectrometry 
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analysis. These species appeared as isoforms with 
various pl values and intensities, depending on H 20 2-
treatment. Three of these proteins (Prxl, Prxll and 
PrxVI) belong to the Peroxiredoxin family of H 20 2 
scavengers. Most interesting was the observation that 
Prxs showed significant modifications while either 
GSH or total protein thiols were only slightly affected 
by oxidative treatment. Therefore, Peroxiredoxins 
overoxidation can be regarded as a parameter with a 
far greater sensitivity than conventional ones to 
measure intraceliular redox status. 
Prxl, also called HBP23 due to its high affìnity for 
the pro-oxidant heme [25], is largely expressed in liver 
[26]. Prxl belongs to the typical 2-Cys class of 
Peroxiredoxins; it presents two cysteine residues 
having thioredoxin-dependent peroxidase activity 
and providing cytoprotection against celiular oxidative 
stress. An additional antioxidant role seems to be 
ascribable to its ability to bind heme, which is 
implicated in the generation of hazardous oxidant 
species in several experimental systems including 1/R 
injury [27]. Prxl expression is induced by heme and 
oxidative stress [28] and may act as intraceliular heme 
transporter, therefore preventing heme toxic effects. 
Prxll is another member of the 2-Cys peroxiredox-
ins family, whose action as peroxides scavenger has 
already been demonstrated together with its molecular 
modification foliowing oxidative stress [19,29]. 
PrxVI, also called antioxidant protein 2 or AOP2, is a 
Peroxiredoxin family member whose function in vivo is 
stili unknown. Differently from Prxl or Prxll, PrxVI 
belongs to the 1-Cys peroxiredoxin family. Recent data 
demonstrated that PrxVI is widely expressed in almost 
ali tissues and particularly in the hepatocyte [30]. 
We also identified RKIP, a member of the 
phosphatidylethanolamine-binding protein family, 
among proteins modified upon H 20 2 exposure. 
RKIP is a negative regulator of Rafl signalling to 
ERK.s, as recently demonstrated by Corbit et al. [31]. 
Our data suggest that oxidative stress could also 
induce RKIP modifications and, possibly, ERK.s 
activation. To our knowledge, this is the first evidence 
for the RKIP involvement in celiular signalling in 
response to oxidative stress. Additional experiments 
are needed to address this issue. 
Although the similar kinetics of oxidation, seen for the 
three Prxs studied, suggest the lack of a functional 
hierarchy in response to oxidative stress, however the 
rapid response observed for PrxVI is suggestive for 
the existence of some functional differences between 1-
Cys an d 2-Cys Prxs classes. This difference is reinforced 
by data obtained on the regeneration of the reduced 
forms ofPrxl and Prxll with respect to PrxVI. Our data 
obtained in the presence of cycloheximide, demonstrate 
that while Prxl and Prxll are efficiently retro-reduced, 
PrxVI is not retro-reduced at ali, at least in the 
time-frame considered in the present study. Together 
with the data by Woo et al. [21] and by Budanov et al. 
[22], these results confirm the existence of a common 
enzymatic retro-reduction mechanism for Prxl and 
Prxll. Similarly to what previously observed by 
Chevallet et al. [20], PrxVI was not efficiently retro-
reduced in our celi system strongly suggesting the 
existence of different mechanisms for the recovery ofthe 
1-Cys containing PrxVI and supporting the non-
redundant roles for PrxVI to other Prxs under 
conditions of excessive oxidative stress [30]. 
The ability of the celiular system to exert retro-
reduction of Prxl and Prxll also during continuous 
oxidative conditions, for the presence of H 20 2 during 
the whole experiment as in this study, suggests that the 
involvement of these enzymes in ROS scavenging 
should be particularly effective during early phases of 
the oxidative injury. During conditions associated with 
a rapid increase of celiular ROS, such as during 1/R 
upon LT, Prxs could exert a leading role and therefore 
be optimal targets to improve LT strategies. Data here 
reported point to the usefulness of the HepG2 celi 
system as a model to test, in vivo, the efficacy of 
different perfusion liquids in preventing cells from 
oxidative injury. 
Functional data regarding the occurrence of Prxs 
overoxidation in vivo in physiological or pathological 
conditions are completely lacking. The occurrence of 
Prxl overoxidation during liver 1/R foliowing trans-
plantation is the first evidence for an in vivo 
involvement of these enzymes during oxidative stress 
condition. Moreover, this is the first evidence of the 
occurrence of cysteine sulfonic acid in vivo. In fact, 
while sulfinylation does not appear to be a rare event 
in rat liver, where 1-2% of the cysteine residues of 
soluble proteins were detected as cysteine sulfinic 
acid, in contrast cysteine sulfonic acid has never been 
detected before [32]. 
The damage to the liver due to 1/R is triggered when 
the liver is transiently deprived of oxygen and re-
oxygenated [8,33]. Although the importance of 1/R 
injury during liver transplantation has been weli 
recognized [34], the advances in organ preservation 
were deduced empiricaliy, without a complete under-
standing of the molecular mechanisms involved in this 
type of injury. Present data could be of relevance in 
setting up more standardized procedures to preserve 
organs for transplantations. 
Our preliminary results obtained in the in vivo 
model ofhepatic 1/R damage during human LT, show 
a direct correlation between the duration of warm 
ischemia and the overoxidation of Prxl after graft 
reperfusion. These data weli underline the importance 
of warm ischemia time in the development of 1/R 
damage after both LT and hepatic resection [35,36]. 
Global molecular modifications of liver cells upon 
oxidative stress have been investigated by DNA 
microarray technology [3 7]. This approach was 
extremely useful to find molecular markers of 
oxidative stress. However, the generai significance of 
DNA microarray-based data has been widely ques-
tioned [38-40]. Accordingly, none of the HepG2 
genes, which were signifi.cantly up- or down-regulated 
in response to H 20 2 treatment was found altered by 
high throughput gene expression technologies based 
on microarrays [3 7]. This could be due t o the 
differences in experimental conditions used, particu-
larly to the different doses and times of oxidative 
stress. Proteomic analysis, however, by providing 
highly reproducible informations on early post-
translational modifi.cations occurring to pre-existing 
proteins, is an invaluable and complementary tool to 
obtain informations for a complete functional under-
standing of the physiologically relevant biologica! 
events triggered by oxidative stress. 
By using a similar approach to the present one, we 
recently studied the early molecular targets of 
oxidative stress in human epitheliallens cells, another 
system very susceptible to oxidative stress [ 41]. 
lnterestingly, among the nine protein species which 
were altered upon the oxidative injury in the lens 
system, only Prxl was common to the HepG2 celi 
system. This was probably due to the different 
sensitivity of the two celi models toward the oxidative 
injury, as demonstrated by the high degree of 
mortality (about 50%) that we found in lens 
cells upon the same H 20 2 treatment used for 
HepG2 cells. 
Ali these studi es clearly represent initial investigations 
that demonstrate the promising nature of differential 
proteomics approaches in the detection of early 
molecular markers of oxidative stress. In this sense, 
these methodologies well satis:fy the necessity of the 
optimal targets identifi.cation for the so called "redox 
gene therapy" that has been already faced to overcome 
problems associated to oxidative damage during 1/R 
after liver transplantation [42-44]. In fact, classical 
anti-oxidant genes such as SOD, catalase or glutathione 
peroxidase, failed to respond in a meaningful manner 
with respect to oxidative stress. Therefore, rather than 
delivering classical oxidant scavengers, the overexpres-
sion of Prxs genes could be most effi.cient in protecting 
cells from acute doses ofROS. 
Since oxidative stress is a common pathogenetic 
event occurring in different liver disorders, the 
identification of a pattern of molecular alterations 
present at early stages of oxidative damage would be 
help fui in monitoring the outcome of the pathology a t 
the diagnostic level. 
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Abstract 
Dynamic mechanical loading increases hone density and strength and promotes osteoblast proliferation, differentiation and matrix 
production, by acting at the gene expression level. Molecular mechanisms through which mechanical forces are conversed into biochemical 
signalling in hone are stili poorly understood. A growing body of evidence point to extracellular nucleotides (i. e., ATP and UTP) as soluble 
factors released in response to mechanical stimulation in different cell systems. Runx2, a fundamental transcription factor involved in 
controlling osteoblasts differentiation, has been recently identified as a target of mechanical signals in osteoblastic cells. We tested the 
hypothesis that these extracellular nucleotides could be ab le to activate Runx2 in the human osteoblastic HO BIT cellline. We found that ATP 
and UTP treatments, as well as hypotonic stress, promote a significant stimulation of Runx2 DNA-binding activity via a mechanism 
involving PKC and distinct mitogen-activated protein kinase cascades. In fact, by using the specific inhibitors SB203580 (specific for p38 
MAPK) and PD98059 (specific for ERK-112 MAPK), we found that ERK-112, but not p38, play a major role in Runx2 activation. On the 
contrary, another important transcription factor, i.e., Egr-1, that we previously demonstrated being activated by extracellular released 
nucleotides in this osteoblastic cellline, demonstrated to be susceptible to both ERK-112 and p38 kinases. These data suggest a possible 
differential involvement of these two transcription factors in response to extracellularly released nucleotides. 
The biologica! relevance of our data is strengthened by the finding that a target gene of Runx2, i.e., Galectin-3, is up-regulated by ATP 
stimulation of HOBIT cells with a comparable kinetic of that found for Runx2. Since it is known that osteocytes are the primary 
mechanosensory cells of the hone, we hypothesize that they may signal mechanicalloading to osteoblasts through release of extracellular 
nucleotides. 
Altogether, these data suggest a molecular mechanism explaining the purinoreceptors-mediated activation of specific gene expression in 
osteoblasts and could be of help in setting up new pharmacological strategies for the intervention in hone loss pathologies. 
© 2004 Elsevier lnc. All rights reserved. 
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Abbreviations: MAPK, mitogen-activated protein kinase; ERKs, 
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Introduction 
Regulation of bone mass and maintenance strictly 
depend on the mechanical forces applied on bone itself 
[1,2]. Dynamic mechanicalloading increases bone density 
and strength [2] and promotes osteoblast proliferation, 
differentiation and matrix production [3,4]. On the contrary, 
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in astronauts, extended periods of weightlessness are 
associated with significant bone mass loss [5]. 
Osteocytes are the primary mechanosensory cells of the 
bone, as a lot of evidence point toward this interpretation 
[6]. However, osteoblasts also play a leading role in the 
final biologica} response of bone to mechanical stimuli 
[3,4]. Although many experiments have been performed to 
study the mechanotransduction machinery in several celi 
types, the underlying molecular mechanisms that convert 
mechanical stimuli into cellular responses are not yet 
understood. 
Runx2 is an important master bone-related transcrip-
tional factor required for osteoblast differentiation and bone 
formation [7 ,8]. It has been shown that i t regulates the 
expression of genes that characterize the osteoblast pheno-
type, including Osteocalcin [9], Osteopontin [10], type I 
Collagen [ 10], hone sialoprotein [ 11, 12] and Collagenase-3. 
Runx2 is a member of the Runx family, which is 
characterized by a highly conserved 128-amino-acid region 
homologous to the Drosophila protein Runt [ 11]. The Runt 
domain is responsible for DNA binding, protein-protein 
interaction, ATP binding and it contributes to nuclear 
localization [ 13-15]. 
In mammalians, the Runx family is comprised of three 
genes, encoding for Runx1, Runx2 (also called Cbfal) and 
Runx3. These proteins play crucial and indispensable roles 
in master regulating distinct developmental pathways; 
Runxl is important for hematopoiesis [16,17], Runx2 is 
fundamental for osteogenesis [7 ,8] and Runx3 for gastro-
intestina! organogenesis and neurogenesis [18-20]. Runx2 
is activated by a breadth of signaling pathways. It has been 
shown that it is activated through the interaction between 
the extracellular matrix (ECM) and celi surface integrins 
[21-23], through the FGF2 [24], PTH [25,26], and BMPs 
pathway [10]. Ali these evidences indicate that the tran-
scriptional activity of Runx2 is not only regulated at the 
protein expression level, but strongly suggest that post-
translational modifications and protein-protein interaction 
are criticai events for Runx2 activation. 
It has been recently demonstrated that the mechanical 
load, in osteoblastic cells, is also responsible for the 
activation of Runx2, through the involvement of an ERK-
dependent pathway [27,28]. However, the molecular mech-
anisms responsible for the mechanical activation of Runx2 
are not completely defined. In particular, the 'primum 
movens' responsible for the induction of the signalling 
cascade(s) leading to Runx2 protein activation upon 
mechanical stress, is not yet defined. 
In response to mechanical stimulation, several celi types 
release ATP and UTP [29-31]. ATP can be also released 
from osteoblasts via either a nonlytic mechanism [32-34] 
and from many celi types during standard experimental 
conditions [35]. Moreover, ATP can be also released by a 
lytic mechanism from necrotic and apoptotic cells at sites of 
tissue injury, wounding or fracture, reaching high local 
concentrations. 
Extracellular nucleotides exert stimulatory effects on 
eukaryotic cells via the P2 family of membrane-bound 
receptors, which comprises P2Y (G-protein-coupled) and 
P2X (ligand-gated ion channel) receptors. Extracellular 
ATP improves the mitogenic action of several growth 
factors in a variety of celi types [36,37] including 
osteoblasts [38], through the contro! of transcriptional 
activators, such as c-fos [39]. 
We have previously shown that mechanical stress 
induces both the stimulation of P2Y receptors and the 
expression and the activity of Egr-I transcription factor, via 
ATP release in the human osteoblastic HO BIT cellline [ 40]. 
In the present paper, we demonstrate that both ATP and 
UTP induce Runx2 DNA binding activity in the HO BIT celi 
line. This effect is mediated by the ERK.-112 MAP kinases 
and PKC. These experimental evidences would suggest a 
molecular mechanism linking osteoblasts' response to 
mechanical stress. 
Materials and methods 
0/igodeoxynucleotides and chemicals 
Oligodeoxynucleotides were purchased from MWG-
Biotech (Ebersberg, Germany). 
Ali the chemicals described below were from Sigma 
Aldrich Co. (St. Louis, MO) unless otherwise specified. 
Celi culture and mechanical stimulations 
HO BIT cells were kindly provided by Prof. B. Lawrence 
Riggs, Mayo Foundation (Rochester, MN). ROS 17/2.8 
were kindly provided by Prof. R. Civitelli, Washington 
University School ofMedicine, St. Louis, MO. ROS 17/2.8 
stably transfected with the P2Y 2 receptor (below referred to 
as ROS P2Y 2) were kindly provided by Pro f. T. H. 
Steinberg, Washington University School of Medicine, St. 
Louis, MO. Cells were grown in Dulbecco's Minima! 
Essential Medium F-12 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 
supplemented with l 0% fetal calf serum (FCS), 2 mM L-
glutamine and penicillin-streptomycin sulfate and cultured 
at 3rC in a humidified atmosphere containing 5% C02. As 
the cultured cells approached confluence, they were 
subcultured at l :8 splits. For this study, cells were employed 
in passage number 4-9. 
Celi stimulation was performed on confluent cells, 
serum-starved for 44 h. At 4 h before ATP stimulation, 
the medium was replaced by fresh serum-free medium. The 
procedures for mechanical stimulation of the cells are 
described below. 
CD5A human lens cells were grown in DMEM culture 
medium containing 10% (w/v) FCS and antibiotics as 
previously described [ 41]. 
MG-63 osteoblast-like cells were grown in DMEM 
culture medium containing 10% (w/v) FCS and antibiotics. 
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Mechanical stimulation and bioluminescence measurement 
of extracellular ATP 
Measurements were performed on confluent cells. 
Before analysis, cells were washed once with PBS: The 
medium was gently aspired without tilting the plate and 
PBS was gently added to the side of the well. PBS was 
then aspired and a modified Krebs solution containing 
NaCl 125 mM, KCI 5 mM, MgS04 l mM, KH2P04 
1.2 mM, CaCh 2 mM, glucose 10 mM, HEPES-NaOH 
buffer 25 mM, pH 7 .4, 305 mOsM (here called KRH) was 
added as a standard extracellular solution .. Particular care 
was taken to minimize mechanical perturbation of cells 
during these procedures. 
For ATP measures, a Luciferin-luciferase assay was 
employed (31 ,40]. Cells were plated at a density of 4 x l 04 
cells/cm2 onto six-well plates. Twenty-four hours after 
plating, the medium was replaced with l mi of fresh, 
serum-free DMEM/Fl2 medium in which the cells were 
grown for 24 h. At the end of starvation, luciferin 
bioluminescence was measured in the cells supematants. 
DMEM/Fl2 (330.5 mOsM) was employed as isotonic 
medium. Thirty-five percent dilution with distilled water 
yielded a solution 215.4 mOsM that was employed for 
hypotonic stimulations [31]. Hypotonic stimulation was 
obtained by replacing 350 J.ll of the medium with the same 
volume of distilled water. Incubation with isotonic medium 
was started by replacing 350 J.ll of serum-free DMEM/Fl2 
with the same volume of fresh medium. All incubations 
were performed at 37°C. Particular care was taken to 
minimize mechanical perturbation of cells during these 
procedures. The extracellular ATP concentration was 
determined using the ATP-Determination kit CLS II from 
Roche (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Fifty 
microliters of the luciferin-luciferase assay medium, dis-
solved in DMEM/Fl2 medium, were added to 50 J.ll of 
sample into the cuvette. The resulting light signal was 
immediately measured by a Tumer TD 20/20 luminometer 
(Tumer Designs, Sunnyvale, CA). A calibration curve was 
generated for each luciferase assay using serial dilution of 
an ATP standard. All reagents used to stimulate cells were 
tested in control experiments. Lactate dehydrogenase 
activity in the resulting medium, indicating mechanically 
induced cell damage, was measured according to the 
recommendations of the Commission Enzymologie de la 
Société Francaise de Biologie Clinique [ 42]. 
Statistica} differences among groups were evaluated by 
unpaired t test and n reports the number of independent 
experiments done in triplicate. 
Protein extracts preparation 
Protein extracts were prepared as previously described 
[43]. Briefly, 107 cells were washed once with PBS 
and resuspended in l 00 J.ll of hypotonic lysis buffer A 
(10 mM HEPES, 10 mM KCl, 0.1 mM MgCh, 0.1 mM 
EDTA, 2 J.lg/ml leupeptin, 2 J.lg/ml pepstatin, 2 J.1M 
leupeptin, 1.5 J.lM pepstatin, 0.5 mM PMSF, pH 7.9). 
Nuclei w ere collected by centrifugati o n at 800 x g, at 
4 o c, for l O min in a microcentrifuge. The supematant 
obtained after this centrifugation was considered as the 
cytoplasmic fraction. Nuclei were then washed three times 
with the same volumes of buffer A in order to minimize 
cytoplasmic contamination of the nuclear fraction. Nuclear 
proteins were extracted with l 00 J.ll of buffer B (20 mM 
HEPES, 420 mM NaCl, 1.5 mM MgCh, 0.1 mM EDTA, 
glycerol 5%, 2 J.lM leupeptin, 1.5 J.lM pepstatin, 0.5 mM 
PMSF, p H 7 .9). After incubating for 30 min at 4 o c, samples 
were centrifuged at 15,000 x g for 20 min, at 4°C. Nuclear 
extracts were then analyzed for protein content [ 44] an d 
stored at -80°C in aliquots. 
Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) 
The oligonucleotide sequences used as probe or as a 
competitor are as follows. The wild-type (wt), SL 
CGCAGCTCCCAACCACATATCCTCT-3' (top strand) is 
derived from the human osteocalcin promoter ( -141 to 
-165) and contains an OSE2 motif (AACCACA) [ 45]. The 
mutant (mt) sequence is SLCGCAGCTCCCAgaCACA-
TATCCTCT-3' (top strand) [45]. Double-stranded, labeled 
at the 5' end with 32P, were used as pro bes in gel retardation 
assays. Nuclear extracts (5 J.lg) were incubated with 
200 fmol of radiolabeled probe in a total reaction volume 
of 20 J.ll containing 20 mM Tris-HCl, pH 7 .5, 50 mM 
NaCI, 2 mM EDTA, 6% glycerol, 0.1% Nonidet P-40, 
2 mM dithiothreitol, 50 J.lg/ml bovine serum albumin and~ 
l J.lg of poly[d(I-C)]. Protein-bound DNA and free DNA 
were separated on a native 5% polyacrylamide gel run in 
0.5 x TBE for 1.5 h at 4 °C. The gel was dried and then 
exposed to an X-ray film at -80°C. EMSA signals were 
quantified by using the Gel Doc 2000 videodensitometer 
system from Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Milan, Italy). 
RT-PCR analysis 
Total RNA was purified from HOBIT or MG-63 
osteoblast-like cells using the SV Total RNA Isolation 
System from Promega (Promega, Wisconsin, USA) accord-
ing to the manufacturer's protocol. RT-PCR was performed 
with l J.lg of total RNA as template. P2Y b P2Y 2, P2Y 4, 
P2Y 6 and contro l GAPDH mRNAs were reverse transcribed 
using a 20-mer oligo-dT and amplified using the specific 
primers: P2Y 1 forward, 5L TGTGGTGTACCCCCT-
CAAGTCCC-3' and P2Y 1 reverse, 5LATCCGTAACAGCC-
CAGAATCAGCA-3' giving an amplified product of 259 bp 
[ 46]; P2Y 2 forward, 5LCCAGGCCCCCGTGCTCTA-
CTTTG-3' and P2Y 2 reverse, 5LCATGTTGATGG-
CGTTGAGGGTGTG-3' giving an amplified product of 362 
bp [46]; P2Y4 forward, 5LCAGCAACAAAGGGACCAC-3' 
and P2Y 4 reverse, 5LGCTTGCCACCACCACAGA-3' giving 
an amplified product of 449 bp; P2Y 6 forward, 5LACAGG-
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CATCCAGCGTAAC-3' and P2Y 6 reverse, 5(.CGGACA-
CAATGGCAAATA-3' giving an amplified product of 530 
bp [47]; GAPDH forward 5(.TCTAGACGCCAGGT-
CAGGTCCACC-3 and GAPDH reverse 5(.CCACCCATGG-
CAAATTCCATGGCA-3'giving an amplified product of598 
bp [ 48]. The amplified products were reso l v ed on a 1.5% 
agarose gel. 
Western blot analysis 
Fifteen micrograms of protein extracts obtained from 
HOBIT cells incubated under different conditions were 
electrophoresed onto a 10% SDS-PAGE. Then, proteins 
were transferred to nitrocellulose membranes (Schleicher & 
Schuell, Milan, Italy). After transfer, membranes were 
saturated by incubation with 5% non-fat dry milk in PBS/ 
O .l% Tween-20 (for l h at room temperature) and then 
incubated with the primary antibody. Membranes were then 
washed three times with PBS/0.1% Tween-20 and incu-
bated with an anti-rabbit immunoglobulin coupled to 
peroxidase (Sigma). After incubation at room temperature 
for 2 h, the membranes were washed three times with PBS/ 
0.1% Tween-20 and the blots were developed using 
SuperSignal West Pico chemiluminescent substrate (Pierce 
Biotechnology, Illinois USA). 
Detection of pERK.l/2, ERK2 and Egr-1 proteins were 
performed using anti-pERK.l/2 (1:1000, ovemight at 4°C; 
Celi Signaling Technology, Massachusetts, USA), anti-
ERK2 (1:1000, for two h at room temperature; Santa Cruz 
Biotechnology, California, USA, sc-154) and anti-Egr-1 
(1:1000, for 3 h at room temperature; Santa Cruz 
Biotechnology, sc-11 O) antibodies, respectively. pERK.l/2 
levels were normalized with respect to total ERK2 levels as 
quantified in duplicate gels or after incubation of the 
membrane with a stripping solution (0.2 M glycine, 0.1% 
SDS, l% Tween-20, p H 2.2) for 1.5-2 h at room temper-
ature with agitation. 
Detection of Galectin-3 was performed on HOBIT 
celiular extracts electrophoresed as described above. Filters 
were incubated with the anti-Gal-3 monoclonal antibody 
A3Al2 [49] for 60 min, at room temperature. After three 
washes with PBS/0.1% Tween-20, membranes were 
incubated with an anti-mouse immunoglobulin coupled to 
peroxidase (Sigma). In this case, normalizations were 
performed with the polyclonal anti-Actin antibody 
(Sigma). 
Blots were quantified by using the Gel Doc 2000 
videodensitometer from Bio-Rad. 
Statistica/ analysis 
Ali statistica! analysis was performed using the Microsoft 
Excel data analysis program for Student's t test analysis or 
the statistica! analysis program for ANOVA with the Scheffè 
multiple comparison test. P < 0.05 was considered statisti-
caliy significant. 
Results 
Runx2 DNA-binding activity is stimulated by extracellular 
nucleotides 
It has been demonstrated that ATP stimulation of 
osteoblastic celis is conveyed to the nucleus, leading to 
the activation of the c-fos proto-oncogene [39] and the 
transcription factor Egr-1 [40], both involved in the contro} 
of several processes affecting celi proliferation and/or 
differentiation [50]. These ubiquitous transcription factors 
play important roles also in osteoblast biology and their 
functional activation, mediated by extraceliular nucleotides, 
is linked to celiular responses to mechanical stress. The 
master transcriptional regulator of osteoblasts differentiation 
is Runx2. It has been recently demonstrated that mechanical 
stress is able to stimulate Runx2 activities by inducing 
ERK.-112 phosphorylation (28]. However, the molecular 
mechanisms of such activation are unknown, at present. It is 
known that mechanical stimulation promotes ATP release 
by a nonlytic mechanism in several celi types [30,32,33]. In 
order to test whether ATP-induced signaling cascade plays a 
role in Runx2 stimulation, time-course experiments were 
performed on HO BIT celis treated with l 00 J.lM ATP. Since 
certain heterogeneity was observed in celi sensitivity to the 
nucleotide, this dose was normally required for inducing 
calcium transients in l 00% of the celis (no t shown). 
Extracellular ATP is very rapidly degraded by ectonucleo-
tidases present in the celi culture medium; therefore, it must 
act at very early times upon celi treatment. To evaluate the 
timing of induction of Runx2 · protein, the time course was 
performed in the range 0-6 h of ATP treatment. At the end 
of incubation, celis were collected and nuclear extracts were 
tested for the DNA-binding activity by Runx2. Data 
displayed in Fig. lA demonstrate that a twofold induction 
occurs upon stimulation with a peak at 30 min. A 
competition experiment, either performed with a molar 
excess of the cold-specific probe (wt) or with a mutated 
binding site (mt), clearly demonstrated the specificity of the 
retarded complex (lanes 8-9). Competition with the wt cold 
oligo completely displaced the EMSA retarded complex 
while the mutant oligo caused only a slight reduction of the 
specific retarded complex. The slight reduction (always less 
than 10%) of the specific Runx2/0SE2-labelled complex 
observed in the case of competition performed with the cold 
mutant oligo (mt), with respect to that obtained with the 
wild type OSE2 (wt) cold oligo (always 100%), may result 
as a consequence of the sequence of the mutant oligo that 
we used being highly specific. It must be noted that the 
mtOSE2 contains only two bases out of the canonica} 
consensus sequence of OSE2 (GA in piace of AC, see the 
complete sequences in Materials an d methods for details ). 
Therefore, it is possible that the specific retarded complex, 
visible in EMSA analysis, contains also a little amount of 
protein-DNA complex bound at lower affinity that can be 
competed by the mutant OSE2 binding site used for 
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Fig. l. Stimulation ofDNA-binding activity by ATP and UTP treatment ofHOBIT cells. HOBIT cells were stimulated with 100 f!M ATP for the indicated 
times, then nuclear extracts were prepared and equal amounts (5 fl,g) were analyzed for DNA binding activity by a standard EMSA, using the 32P-labelled oligo 
OSE2 as a probe. (A) Left panel: Representative EMSA analysis ofDNA-binding activity after stimulation ofHOBIT cells with 100 f!M ATP for the indicated 
times (lane l, free DNA). The specificity of the Runx2-DNA specific complex was confirmed by competition experiments with 50-fold molar excess of 
unlabeled wild-type (wt) or mutated (mt) OSE2 oligonucleotide (lanes 8, 9, respectively) as previously published by Ziros et al. [28], performed with nuclear 
extracts of the 6-h-stimulated cells. Right panel: Values obtained from densitometric analysis of EMSA experiments are shown as histograms. Columns and 
bars indicate the means ± SD for three independent experiments (Statistica} analysis by ANOVA; *P< 0.05 compared to controls; **P< 0.01 compared to 
controls). Lower panel: The specificity ofthe Runx2-DNA-specific complex was further confirmed by testing the nuclear DNA-binding activity ofhuman lens 
cells CD5A [41] (lanes 5-7) not expressing Runx2 in comparison to the nuclear activity of HO BIT cells (lanes 2-4). Five micrograms of each nuclear extracts 
were analyzed for Runx2 DNA-binding activity by a standard EMSA, using the 32P-labelled oligo OSE2 as a probe. Competition experiments with 50-fold 
molar excess ofunlabeled wild-type (wt) (lanes 3, 6) or mutated (mt) OSE2 oligonucleotide (lanes 4, 7) were also performed. Lane l represents the labelled free 
oligo alone. (B) Representative EMSA analysis ofRunx2 DNA-binding activity after stimulation with increasing concentrations of ATP for 30 min. The EMSA 
conditions are the same of Panel A in this figure. (C) Left panel: Representative EMSA analysis of Runx2 DNA-binding activity after stimulation of HO BIT 
cells with 100 f!M UTP for the indicated times (lanes 2-9). The specificity ofthe Runx2-DNA-specific complex was confirmed by competition experiments 
with 50-fold molar excess ofunlabeled wild-type (wt) or mutated (mt) OSE2 oligonucleotide (lanes 8, 9, respectively) as previously published by Ziros et al. 
[28], performed with nuclear extracts ofthe 6-h-stimulated cells. Right panel: values obtained from densitometric analysis ofEMSA experiments are shown as 
histograms. Columns and bars indicate the means ± SD for three independent experiments. (Statistica} analysis by ANOVA; *P< 0.05 compared to controls; 
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competition. Moreover, competition with higher doses of 
mtOSE2 also gave similar results. In addition, further 
competition assays with different oligos (specific for AP-1 
or NF-KB) were completely ineffective in displacing the 
specific complex (data not shown). As a further control of 
the specificity of the retarded compi ex, EMSA analysis was 
also performed with nuclear extracts from the human lens 
CD5A celi line [43] not expressing Runx2, as assayed by 
RT-PCR analysis (not shown) that, indeed, does not show 
any retarded complex at the level of Runx2 mobility 
complex present in HOBIT nuclear extracts (Fig. l, lower 
panel, compare lanes 2-4 with lanes 5-7). The same data 
were obtained with higher amounts of CD5A nuclear 
extracts (not shown). 
In order to assay for the sensitivity of Runx2 activation 
to ATP treatment, dose-response experiments were carried 
out at 30 min of ATP treatment (parrei B). Activatory 
effects were clearly detectable with lower doses of ATP 
(l O J.tM) strengthening the biologica! relevance of the 
phenomenon. 
Unlike P2Y1 and P2Y1-like receptors, P2Y2 and P2Y4 
receptors are activated by both ATP and UTP and only 
weakly by ADP and other nucleoside diphosphate. In order 
to test the involvement of other P2Y purinoreceptors in 
Runx2 activation, its DNA-binding activity was assayed by 
EMSA analysis on nuclear extracts of HO BIT cells treated 
with l 00 J.tM UTP (Fig. l C). UTP exerts a stimulatory effect 
(about twofold induction) on Runx2 DNA-binding activity 
a t early times, starting at l O min after UTP treatment with an 
initial decrease detected at 6 h. 
Moreover, P2Y 6 receptor is activated by UDP that, in 
our experimental conditions, can be present as a contam-
inant. In order to definitely exclude the involvement of 
P2Y4 and P2Y6 in the Runx2 activation induced by 
extracellular ATP and UTP nucleotides, we assayed by RT-
PCR the expression of these receptors by HOBIT cells 
(Fig. l D). Indeed, while P2Y 1 and P2Y 2 are actively 
expressed at the mRNA level, neither P2Y4 nor P2Y6 are 
expressed thus excluding their involvement in the Runx2 
activation. As a positive contro l for P2Y 4 and P2Y 6 
amplifications, the cD NA of MG-63 cells expressing these 
two purinoreceptors was used as template. The signal with 
primers specific for GAPDH was similar in ali reactions, 
confirming the integrity and amount of cDNA in each 
sample. 
We bave previously demonstrated that the basai activity 
levels of Egr-1 strictly depend on the expression of P2Y 2 
receptor as in P2Yrdeficient ROS 17/2.8 celi line its 
presence is almost undetectable [ 40]. In order to test 
whether this is also the case for Runx2, nuclear extracts of 
ROS 17/2.8 cells either not expressing (ROS 17/2.8, Fig. 
l E, lane 5) or expressing P2Y 2 receptor (P2Y 2, Fig. l E, lane 
6) were assayed in parallel together with a competition with 
the cold specific (wt) probe (Fig. lE, lane 7). As it is clear, 
Runx2 activity does not depend on the expression of P2Y2 
receptor. 
ATP and UTP stimulation of HO BIT cells promotes a 
PKC-dependent ERK-112 phosphorylation, 
which is required for Runx-2 activation 
Activation of P2Y receptors leads to the simultaneous 
increase of two important second messengers, Ca2+ ions and 
l ,2 diacylglycerol, a physiological activator of protein 
kinase C (PKC). In a previous paper, we demonstrated that 
ATP-induced Egr-I stimulation is mainly due to a functional 
induction ofa Ca2+-insensitive isoform ofPKC (i.e., PKC ù) 
without involving intracellular Ca2+ mobilization [ 40]. PKC 
proteins are able to contro! specific gene expression either 
by directly stimulating transcription factors activities at the 
nuclear level or by acting through MAPK proteins such as 
ERK -l /2 [51-54]. In order to identify the signalling 
pathway activated downstream P2Y receptor and leading 
to the Runx2 activation, we tested the involvement ofERK-
112 activation in the nuclear and cytoplasmic compartments. 
Phosphorylated (active) ERKs exert their functional effects 
on transcription factor activities by translocating into the 
nuclear compartment. Western blotting analysis was carried 
out by employing an antibody that specifically recognizes 
the phosphorylated forms of ERK-1/2. Exposure to ATP 
(l 00 J.tM) caused a strong phosphorylation ofboth the ERKs 
isoforms, present in the nuclear compartment, which started 
at l O min and peaked at 30 min of stimulation and then 
decreased at basallevels after 3 h (Figs. 2A, B). In parallel 
experiments, we stimulated the cells with UTP (100 J.tM; 
Figs. 2C, D). In this case, P2Y activation leads to ERKs 
phosphorylation beginning at l O min an d peaking at l h 
with the decrease within 6 h of exposure. As seen for Runx2 
activation (Fig. l), UTP exerted a more sustained effect on 
ERKs phosphorylation. 
The role played by active ERKs on Runx2 stimulation 
was tested by using PD98059, a specific inhibitor ofERK-11 
2 phosphorylation. Pretreatment ofHOBITcells for l h with 
30 J.tM ofPD98059 resulted in an inhibition of ATP-induced 
Runx2 activation (Fig. 3A), demonstrating that the role 
played by P2Y stimulation on Runx2 is dependent on active 
ERKs phosphorylation. A similar effect was also seen in the 
case of Egr-1 transcription factor, suggesting the existence 
of a common mechanism of activation for the two tran-
scription factors involving ERK-1/2. 
It is known that ATP stimulation, besides ERK-1/2, can 
also cause p38 activation [55]. In order to test the involve-
ment of p38 on Runx2 and Egr-1 activation, HOBIT cells 
were pretreated with the specific inhibitor of p38 MAP 
kinase SB203580. SB203580 (lO J.tM) totally prevented the 
Egr-1 activation in response to ATP treatment without 
affecting Runx2 induction (Fig. 3A). These data suggest that 
ATP-induced Runx2 and Egr-I activation involves both 
common and distinct members of the MAP kinase family. 
The role played by PKC on ERKs activation was assayed 
by using phorbol-myristate-acetate {PMA), a known PKC 
inhibitor. PMA, a phorbol ester mimicking the structure of 
l ,2 diacylglycerol, is known to down-regulate PKC after 
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Fig. 2. ERKl/2 phosphorylation upon ATP and UTP treatment of HO BIT cells. (A) Fifteen micrograms of nuclear and cytoplasmic extracts of ATP-treated 
HOBIT cells were analyzed by Western blot to measure pERKl/2 and ERK2 protein levels with specific antibodies (see Materials and methods). (B) Values 
obtained from densitometric analysis ofpERKl/2 Western blot experiments, normalized as compared to ERK2, of ATP-treated cells are shown as histograms. 
Columns and bars indicate the means ± SD for three independent experiments. (Statistica! analysis by ANO VA; *P< 0.05; **P< 0.00 l compared to controls). 
(C) Fifteen micrograms of nuclear and cytoplasmic extracts of UTP-treated HOBIT cells were analyzed by Western blot to measure pERKl/2 and ERK2 
protein levels with specific antibodies (see Materials and methods). (D) Values obtained from densitometric analysis of pERKl/2 Western blot experiments, 
normalized as compared to ERK2, of UTP-treated cells are shown as histograms. Columns and bars indicate the means ± SD for three independent 
experiments. (Statistica! analysis by ANOVA; *P< 0.05; **P < 0.001 compared to controls.) 
long-time exposures [56]. An ovemight pretreatment with 
PMA (l 11M) prevents both Runx2 and Egr-1 activation 
(Fig. 3A) strongly suggesting a primary role for PKC on 
ERKs-mediated transcription factors activation. Similar 
results were obtained with the specific PKC inhibitor Bis-
indolylmaleimide I, also called GF 109203X [57], (Fig. 3A, 
lane 7), thus confirming that the ATP-mediated induction of 
Runx2 in HOBIT cells is PKC-dependent. On the other 
hand, a direct involvement of intracellular Ca2+ could be 
ruled out, sin ce previous data (Ref [ 40] an d data no t 
shown) clearly demonstrated that PMA pretreatment does 
not block ATP-induced intracellular Ca2+ increase. Cyto-
solic calcium rises, therefore, do not appear a sufficient 
signal for Runx2 activation. Nevertheless, the requirement 
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Fig. 3. Effect ofMAPK and PKC inhibitors on the ATP-induced Runx2 DNA-binding activity and Egr-1 expression. (A) HOBITcells were treated with vehicle 
(lanes 2 and 3) or the specific inhibitors ofMEKl/2 (PD98059, lane 4) and p38 MAP kinase (SB203580, lane 5) at the indicated concentrations. One hour later, 
cells were stimulated with 100 !lM ATP for 30 min (except lane 2), then nuclear extracts were prepared and equal amounts (5 !lg) were analyzed for Runx2 
DNA-binding activity by a standard EMSA, using the same probe as in Fig. 1. Lane l, free DNA. Lanes 2 and 3, DNA-binding activity ofRunx2 performed 
with nuclear extract from cells unstimulated or stimulated with 100 !lM ATP, respectively, omitting kinase inhibitor treatment. Lane 6, DNA-binding activity of 
Runx2 performed with nuclear extracts from cells stimulated with 100 !lM ATP after an ovemight pretreatment with PMA to inhibit PKC. Lane 7, DNA-
binding activity ofRunx2 performed with nuclear extracts from cells stimulated with 100 !lM ATP after a 1-h pretreatment with Bisindolylmaleimide I to 
specifically inhibit PKC [57]. In order to test the Egr-1 activation status, the same samples were then assayed for the presence of Egr-1 transcription factor by 
Western blot analysis using a specific polyclonal anti-Egr-1 antibody from Santa Cruz (see Materials and methods for details). Actin was always measured, as 
loading control, by using the anti-actin monoclonal antibody from Sigma. Lower panel, values obtained from densitometric analysis of three independent 
experiments were reported as histograms. Black columns represent Runx2 DNA binding activity. Gray columns represent Egr-1 protein levels obtained from 
densitometric analysis of three independent experiments, normalized vs. actin. Columns and bars indicate the means ± SD for three independent experiments. 
(Statistica! analysis by ANOVA; *P < 0.05). (B) The efficacy of the inhibition was assayed by evaluating the phosphorylation levels of ERKl/2 after ATP 
treatment of the same samples previously assayed and reported in Pane l A. Fifteen micrograms of nuclear and cytoplasmic extracts of HO BIT cells, treated as 
indicated, were analyzed by Western blot to measure pERKl/2 and ERK2 protein levels with specific antibodies (see Materials and methods). Data reported are 
representative of three independent experiments. 
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of calcium increases for protein-DNA binding cannot be 
ruled out. 
It is to be noted that in none cases the inhibitory 
treatments described above had any significant effect on the 
basai levels of Runx2 activity (data not shown). The 
efficacy of the inhibitory treatment was assayed by testing 
the amo un t of phosphorylated ERK.l/2 isoforms in the same 
samples used for EMSA assays. As expected, both 
PD98059 (lane 3) and PMA (lane 5) totaliy prevented 
ERK.s activation, while SB203580 (lane 4) was completely 
ineffective (Fig. 3B). These data confirmed the crucial role 
played by PKC in controliing ERK.s phosphorylation 
foliowing P2Y purinoreceptor(s) activation. 
Physiological release of ATP upon hypotonic celi swelling 
induces Runx2 activation through ERK.s phosphorylation 
We have previously demonstrated that ATP release is 
induced by mechanicaliy stimulating HOBIT cells by 
hypotonic stress and medium displacement [32,40]. We 
further investigated the ability of these mechanical stresses 
to activate Ca++ signaling and Egr-I activation and 
demonstrated that the amount of ATP released by both 
hypotonic sweliing and medium displacement is sufficient 
for activating P2Y receptors through an autocrine/paracrine 
loop to a very similar extent [ 40]. Though hypotonic stress 
does not mimic the mechanicalloading forces acting in vivo 
on osteoblasts, hypotonic cell swelling is known to generate 
a stress on the celi membrane and, due to its reproducibility, 
has been extensively employed to study the effects of 
mechanical stress in other important mechanosensors such 
as endothelial celis [58,59], as weli as in bone celis [60,61] 
and, more importantly, is a means to mimic a physiological 
condition of ATP release. Therefore, based also on previous 
findings, we feel that single-cycle hypotonic stimulations 
for short periods of time (i. e., l O min) could stili yield 
important and valuable informations. 
In a series of experiments, we tested whether the amount 
of ATP released under these conditions was sufficient to 
trigger celi activation. F irst of ali, w e compared the amount 
of ATP released by hypotonic stress with that constitutively 
released in isotonic condition. Given that an increase in bath 
turbulence can be responsible for ATP release during 
standard experimental procedures [35], some modifications 
to the previous experimental protocol were introduced. To 
avoid medium changes, the celis were incubated in serum-
free DMEMIF12 for 24 h and ali the experiments were 
carried out in the same medium. Besides avoiding uncon-
trolled turbulence, this aliowed to obtain a faithful measure-
ment of the amount of ATP constitutively present in the 
extracellular medium, reflecting the balance between 
spontaneous release and the activity of ecto-ATPases. 
Hypotonic stimulation was obtained by replacing 350 f.ll 
ofthe medium with the same volume of distilled water (35% 
dilution; Ref. [32]). Incubation with isotonic medium was 
started by replacing 350 f.ll of serum-free DMEM/F12 with 
the same volume of fresh medium. The concentration of 
ATP present in the isotonic medium was 4 ± 0.9 nM (n = 
3), while 19 ± 5.1 nM ATP (n = 3) was detected in the 
hypotonic medium after l 0-min stimulation. These concen-
trations of extracellular ATP revealed effective in inducing 
intraceliular calcium increases (data not shown). Lactate 
dehydrogenase activity in the extraceliular medium was 
33 ± 4 UIL in isotonic medium and 34 ± 5 U/L in 
hypotonic medium (n = 3 for both conditions), while in the 
supematant of cells treated in distilled water (10 min) to 
induce celi lysis, the lactate dehydrogenase activity was 
949 ± 5 U/L. This indicated that the hypotonic stress 
procedure did not cause major celi damage. Moreover, in 
celis loaded with the calcium-sensitive fluorescent dye fura-
2 AM (MW l 00 l Da), fura-2 fluorescence, recorded at 
340 nm, did not decrease after hypotonic stimulation, thus 
ruling out the possibility that the treatment-induced plasma 
membrane permeabilization and consequent loss of the dye 
(and possibly ATP) from the celis (not shown). 
T o test whether this kind of mechanical stress exerts a role 
on Runx2 activation, HOBIT cells were subjected to 
hypotonic shock After l O min of stimulation, cells w ere 
coliected and nuclear extracts were prepared for EMSA and 
Western blot analysis (Fig. 4). Similarly to what we observed 
after direct administration of ATP, hypotonic shock increases 
Runx2 DNA-binding activity (panel A, lanes 2-3). More-
over, treatment of the celis with 3 U/ml of the ATP/ ADPase 
apyrase completely abolishes activation (panel A, lane 4), 
suggesting that ATP is the mediator responsible for the 
Runx2 activation foliowing hypotonic stress. In parallel 
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Fig. 4. Induction of Runx2 activation through ATP release by mechanical 
stress. HOBIT cells were mechanically stressed as described in Materials 
and methods. Apyrase treatment (HYPO + apy) was performed by 
pretreating the cells with l U/ml apyrase for l h and by stimulating the 
cells with hypotonic solutions with in the presence of 3 U/ml apyrase. Data 
reported are representative of three independent experiments. (A) EMSA 
analysis of Runx2 DNA-binding activity using 5 f.Lg of nuclear extracts 
from the same experiment. (B) Fifteen micrograms of nuclear and 
cytoplasmic extracts were analysed by Western blotting for pERK.l/2 and 
ERK2 protein levels. 
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experiments, hypotonic swelling was observed to activate 
ERK.s phosphorylation, an effect inhibited by apyrase 
treatment (Fig. 4B). Taken together, these data indicate that 
hypotonic stress induces ATP release, which, by triggering 
an autocrine/paracrine loop, activates Runx2 possibly 
through an ERK -dependent pathway. 
A known Runx2 target gene, i.e., Galectin-3, is stirnulated 
by ATP treatrnent of HOBIT cells 
In order to better circumstantiate the activatory role of 
ATP stimulation of Runx2 at the biologica! level, we 
studi ed the expression of a recently identified target gene of 
Runx2 transcription factor activity, i.e., Galectin-3 [62]. 
Galectin-3 is expressed in severa! skeletal tissues including 
osteoblasts [63] and was found to be up-regulated in the 
preosteoblastic celi line MC3T3-El during the matrix 
maturation stage of the osteoblast developmental sequence 
[62]. The protein is l of lO members of the protein family 
of R>-galactoside specific lectins [ 64] and seems to play 
different roles in severa! biologica! functions associated 
with contro! of celi proliferation [65], pre-mRNA splicing 
[ 66] an d has been associated, as extracellular protein, to 
modulation of celi adhesion in organogenesis and tumori-
genesis [67,68]. In a first attempt to verify whether the 
activation of Runx2 by ATP could affect the expression of 
important phenotypic markers, we tested the protein 
expression levels of Galectin-3. After treatment of HO BIT 
cells for the indicated times with l 00 J.lM ATP, cells w ere 
collected and tested by Western blotting analysis for the 
presence of Galectin-3, as described in Materials and 
methods. As it is reported in Fig. 5, a time-dependent up-
regulation of the Galectin-3 gene expression is induced by 
treatment of the cells with ATP. Interestingly, the timing of 
the increase in Galectin-3 parallels the increase of Runx2 
DNA-binding activity. 
Discussion 
The present study was undertaken in order to test the 
hypothesis whether the activation of P2 receptors by 
extracellular nucleotides may influence the regulation of 
signal transduction mechanisms leading to Runx2 activa-
tion. Increasing evidence by severa! laboratories suggest 
that extracellular nucleotides may exert important biologica! 
roles on osteoblasts [34,38,69]. Accordingly, we have 
recently demonstrated that ATP release following mechan-
ical stimulation of HO BIT cells and P2 receptors activation 
may contro! Egr-1 activity [40]. 
The results demonstrate that extracellular ATP and UTP 
stimulate, to a similar extent, an ERK -112-dependent 
activation of the transcription factor Runx2, Moreover, the 
ERK -112-mediated activation of Runx2 resulted to be PKC-
dependent being suggestive for a role of PKC upstream of 
ERK.-112. 
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Fig. 5. Galectin-3 expression is induced by ATP treatment ofHOBIT cells. 
Thirty micrograms of total extracts from HOBIT cells, treated for the 
indicated times with ATP 100 f.LM, w ere separated onto a l 0% SDS-PAGE 
and analyzed for the presence of Galectin-3. After blotting onto a 
nitrocellulose membrane, the filter was probed with the Galectin-3-specific 
A3A12 monoclonal antibody [49] followed by peroxidase-conjugated goat 
anti-mouse IgG. Bands were visualized by ECL chemiluminescent substrate 
(Amersham Pharmacia Biotech). As a loading contro l, the presence of actin 
was also tested by using an anti-actin polyclonal antibody (Sigma-Aldrich). 
A representative Western blot of three experiments has been reported. 
Values obtained from densitometric analysis of anti-Gal-3 Western blot 
experiments, normalized as compared to Actin, of ATP-trèated cells are 
shown as histograms. Columns and bars indicate the means ± SD for three 
independent experiments. (Statistica} analysis by ANOVA; *P < 0.05 
compared to controls.) 
Similarly to Runx2, ATP-induced Egr-1 activation 
resulted to be exerted by a partially overlapping pathway 
involving PKC, ERK-112 and p38 (see Fig. 6). The role of 
p38 appeared exclusively associated to Egr-1 activation, 
while Runx2 activity appeared independent of p3 8 
phosphorylation. 
Finally, at difference to what we previously observed 
studying Egr-1 [40], in the P2Y -/- ROS 17/2.8 cells, a 
basai level of Runx2 DNA binding activity was present, 
suggesting that purinergic receptors are not required for the 
maintenance of a toni c level of Runx2 activation. 
The quick kinetic of Runx2 activation is suggestive for a 
post-translational mechanism of contro!. It is known that 
Runx2 activity is controlled by phosphorylation [70] and 
that Runx2 is 'in vivo' phosphorylated by ERK MAPK(s) 
[28] in response to mechanical stress. Our inhibition 
analysis data are perfectly consistent with this mechanism 
of contro!. Interestingly, mechanically induced ATP release 
by hypotonic swelling appears to activate the same path-
ways involving ERK.-1/2 and leading to Runx2 activation, 
thus suggesting an important role of these extracellular 
mediators in controlling signal transduction and osteoblas-
tic-specific gene expression. Data obtained by hypotonic 
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Fig. 6. Model ofthe ATP-induced activation ofRunx2 and Egr-1 in osteoblastic cells. Mechanical stress promotes extracellular ATP release, which, in turn, 
stimulates Runx2 and Egr-1 transcription factors through G protein-coupled P2Y receptors and subsequent PKC and MAPK involvement. Note the different 
role ofp38 and ERKl/2 kinases in the differential activation ofEgr-1 [40] and Runx2. The mechanisms of ATP extrusion and the mechanosensory cells in hone 
responsible for its release in physiologic conditions upon mechanicalloading are, at present, unknown. Our data suggest that, similarly to other different celi 
types, osteoblasts are ab le to release ATP with a functional autocrine/paracrine action. However, it could be hypothesized that the real mechanosensors ofbone, 
i.e., the osteocytes, may release ATP to modulate, in a paracrine way, the osteoblasts functions upon mechanicalloading. Functional studies will clarify this 
issue of whether osteocytes may release ATP in response to mechanical stress. 
swelling demonstrate that the amount of released ATP is 
sufficient to trigger the Runx2 activation and the use, by the 
osteoblast, of a mechanism involving the release of 
preformed nucleotides could well explain the possible 
existence of an autocrine-paracrine mechanism of action. 
This evidence may bave a physiological relevance under the 
hypothesis that osteoblasts play some kind of mechanosen-
sory activities within the hone; however, this is highly 
questionable at present. Hypotonic swelling is a little specific 
an d quantified procedures to generate mechanical stimulation 
are needed. Therefore, this experimental approach presents 
some limitations giving no information on the real forces 
applied on the cells. The use of proper stretching machineries 
would be ofhelp fora more quantitative approach. A t present, 
we have no idea about the physiological relevance ofthis kind 
of stimulation for hone cells. 
The preliminary evidence that a known target gene of 
Runx2 activity, i.e., Galectin-3, is rapidly activated upon 
ATP stimulation is suggestive for a causai relationship 
between Runx2 activation and osteoblast gene expression 
(see Fig. 6). Together with our previous paper, in which we 
demonstrated that an Egr-1 target gene, i.e., Collagen et2(1), 
is up-regulated by ATP treatment, these present evidences 
strongly suggest the biologica! relevance of the purinergic 
receptors involvement for the fine tuning of osteoblast 
cellular responses. 
The availability of sufficient concentrations of ATP in the 
cellular microenvironment can be provided by release from 
necrotic and apoptotic cells at sites of tissue injury, 
wounding or fracture, thereby reaching proper local concen-
trations ab le to activate P2 receptors. N evertheless, nucleo-
tides must transiently exist in the hone fluids in the absence 
of celi damage to be physiologically relevant regulators of 
hone remodelling. 
The induction of the bone-specific transcription factor 
Runx2 DNA-binding activity may be a means through 
which mechanical stimulation exerts its effects at the 
molecular level by affecting osteoblastic specific gene 
expression [28]. Moreover, for the sake of clarity, it must 
be pointed out that our experiments were only performed 
with osteoblast-like cells and not even primary osteoblasts. 
Therefore, some care must be taken in these functional 
inferences. The hypothesis of osteoblasts as mechanosen-
sory cells of the hone suffers from the fact that these cells 
receive too little strain information to be able to mount the 
highly orchestrated response to strain and that surface strain 
is no t a sufficiently complex data set to allow contro} of the 
high level of complexity of 3-D events that occur in 
remodelling. Therefore, a further intriguing hypothesis can 
also be made assuming major evidences pointing to 
osteocytes as mechanical sensors of hone [9, 71]. Sin ce 
ATP extrusion upon mechanical stimulation is a common 
feature of different celi types [29-31,34,59,72], it can be 
hypothesized that osteocytes may also release nucleotides in 
response to mechanical loading. These nucleotides may, in 
tum, trigger the stimulatory responses of osteoblasts that can 
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be reached. This kind of paracrine stimulation requires that 
osteocytes and osteoblasts should be in proximity with each 
other. Indeed, this seems to be the case as recently pointed 
out by severa! histological and functional studies leading to 
the hypothesis of the existence of a functional syncytium 
comprising osteocytes, osteoblasts, bone marrow stromal 
cells and endothelial cells [73-75]. 
In conclusion, in light of this latter hypothesis, our data 
point to a mechanism in which a mechanicalload, applied to 
a specific skeletal site, would ultimately result in a trans-
mission of shear forces by fluid leading to nucleotide release 
by targeted cells (i.e., osteocytes). This may result in a 
paracrine action of the cells expressing purinoreceptors. The 
cells, namely the osteoblasts, in response to the complex 
ATP-receptor triggering through activation of MAPK path-
way, would in tum (i) up-regulate the COL1A2 gene 
expression [ 40] suggesting that new matrix will be 
synthesized; (ii) activate Runx2 resulting in the maturation 
of pre-osteoblasts to osteoblasts. Altogether, these combined 
actions may ultimately lead to an increase of bone matrix 
synthesis. Further experiments devoted to the elucidation of 
the possibility that osteocytes may release nucleotides in 
response to mechanicalloading will address this issue in the 
near future. 
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Inhibitors of histone deacetylases (IIDACs) activate the so-
dium iodide symporter (NIS) expression in thyroid tumor 
cells. In this study, mechanisms accounting for these effects 
were investigated. Various human thyroid tumor celllines 
(ARO, BCPAP, FRO, TPC-1) were treated with the HDAC in-
hibitors Na butyrate (NaB) and tricostatin A (TSA), and the 
effects on the expression of NIS and several thyroid-specific 
transcription factors together with the activity of NIS pro-
moter were evaluated. TSA and NaB increased NIS rnRNA 
levels in ali celi lines. Among thyroid-specific transcription 
factors, only expression of P AX8 in ARO cells was increased. 
Down-regulation ofthyroid-specific transcription factor-1 ex-
pression was observed in BCPAP and TPC-1 celllines. Thy-
roid-specific transcription factor-2 mRNA was reduced in 
FRO, BCPAP, and TPC-1 cells. Histone acetylation had no 
significant effects on HEX ex:pression. Altogether, these data 
indicate that the increase ofNIS expression is not mediated by 
H ISTONE ACED'LATION AND deacetylation involve the reversible transfer of the acetyl group of acetyl-
coenzyme A to the amino group of lysine residues in histone 
proteins. Tilis reaction is catalyzed by lùstone acetyltransferases 
(HA Ts) and can be reversed by histone deacetylases (HDACs) 
(1-3). Therefore, HAT and HDAC activities determine acety-
lation levels of histones. Several compounds induce histone 
hyperacetylation by reducing the rate of histone deacetylation 
through the inhibition of HDAC (4). A correlation has been 
established betv.;een hyperacetylated histones and transcrip-
tionally active c:hromatin because acetylation .makes c:hromatin 
First Published Online May 26, 2005 
Abbreviations: CAT, Chl;ramphenico1-acetyl-transferase; ChiP, 
chromatin immunoprecipitation; j3-GAL, j3-galactosidase; GAPDH, 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; HA T, hìstone acetyltrans-
ferase; HDAC, histone deacetylase; HEX, hematopoietically expressed 
homeodomain; HPRT, hypoxantine guanine phosphoribosyl trans-
ferase; LUC luciferase; NaB, Na butyrate; NIS, sodium iodide sym-
porter; P AX, paired box transcription tactor; RSV, Rous sarcorna virus; 
RT, reYerse transcription; SDS, sodium dodecyl sulfate; SPl, specificity 
protein; SV40, Simian virus 40; TSA, tricostatin A; TSE, buffer of Triton 
X-100, SDS, and EDTA; ITF, thyroid-specifìc transcription factor. 
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modification of e~-pression of thyroid-specific transcription 
factors. Accordingly, in transfection ex:periments perfonned 
in the HeLa cellline (which does not ex:press thyroid-specific 
transcription factors), treatment with TSA an d N aB increased 
NIS promoter activity. Stimulation of NIS promoter activity 
was also obtained by overexpressing histone acetylating pro-
teins pCAF and p300 in HeLa cells. Conversely, overex:pres-
sion of the IIDAC l enzyme inhibited basai activity of the NIS 
promoter. Effects ofTSA and N aB on NIS expression were also 
evaluated in nonth)Toid celi lines MCF-7, Hep-G2, and 
SAOS-2. In ali celi lines TSA an d N aB greatly increased NIS 
mRNA levels. W e concluded that contro! of 1\TJS expressìon by 
inhibition ofHDAC appears no t to be mediated by cell-specific 
mechanisms, suggesting it as a potential strategy to induce 
radioiodine sensitivity in different human tumors. (Endocri-
nology 146: 3967-3974, 2005) 
less condensed and more accessible to transcriptional activators 
(5-7). Moreover, recent studies indicate a potential role for 
HDAC inhibitors in promoting differentiation of some hunor 
cells, suggesting their possible use as anticancer agents (8-11). 
Poorly differentiated thyroid carcinomas have a very poor 
prognosis (12). One of the reasons for this behavior is the 
inability to concentrate the radioiodine, ·which is used as very 
effective tool for diagnosis and treatment for both tumor 
remnants and distant rnetastases (13-15). The loss of iodide 
uptake capability in poorly differentiated thyroid carcino-
mas is mainly due to a reduced/lost expression of the so-
dium/iodide syrnporter (NIS) gene (16-18). 
Several authors have reported that HDAC inhibitors stim-
ulate NIS expression in thyroid cancer cells (19, 20). However, 
the molecular mechanism by \·duch this effect occurs has not 
been addressed yet. 11ùs consideration induced us to study the 
role of histone acetylation on NIS expression an d NIS prornoter 
and expression of severa! thyroid-specific transcription factors 
in both thyroid and nonthyroid tumor cells. 
Materiais and Ivfethods 
Cell cultures 
Human th'y~roid carcinoma celllines ARO, BCPAP, FRO, and TPC-1 
\\'ere used (2l) as 'vell as th.e nonthyroid celllines HeLa, MCF-7 (from 
3968 Endocrinology, September 2005, 146(9ì:3967 -397 4 
human breast carcinoma, no. HTB-22; American Type Culture Collec-
tion/ Manassas, VA), Hep-G2 (from human hepatocellular carcinoma, 
ATCC no. HB-8065), and SAOS-2 {from human osteogenic sarcoma, 
ATCC no. HTB-85). The ARO cellline was grown in RPMl 1640 sup-
plemented with lO% fetal bovine serum (Life Technologies, Inc., l\.1ilan, 
Italy). BCPAP, FRO, TPC-1, HeLa, Hep-G2, and MCF-7 celJlines were 
cultured in DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum (Life 
Technologies). Tht- SAOS-2 cellline was grovm in DMEM-Fl2 supple-
mented with l0'1o fetal bovine serum (Life Technologies). All celllines 
were treated with tricostatin A (TSA; 300 nM; Sigma-Aldrich Srl, Milan, 
Italy) and Na butyrate (NaB; 3 rnM; Sigma) for 30 h 
Quantitative and qualitative RT-PCR 
Total_ RNA was extracted with the dassicaJ guanidiniurn isothiocya-
nate/aod phenol method (22). Two microliters of total RNA were re-
verse transcribed t o single-strand c DNA using oli go (d T) prirner and 200 
U Superscript il reverse transcriptase (Invitrogen, Milan, Italy) in a fina! 
volume of 20 J.Ll at 42 C for 50 min following by heating at 70 C for 15 
min. 
Quantitative PCR analysis of NIS, P AX8, TrF-1, ITF-2, and HEX 
rnRNA expression was perforrned on cONA sarnples using the ABI 
Prism 7700 sequence detection system (Applied Biosysterns, Foster City, 
CA). Oligonudeotide prirners and probes for genes analyzed were pur-
chased frorn Applied Biosysterns as Assays-on-Dernand gene expression 
products that consist of a 20 X mix of unlabeled PCR primers and 
TaqMan MGB probe (5--carboxyfluorescein dye labeled). Oligonudeo-
tide primers and probe for the endogenous contro! glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) or f3-actin were purchased from 
Applied Biosystems as TaqMan POAR (VIC dye labeled). A 25-p.l re-
action mixture containing 25 p.l of cONA template, 12.5 pJ TaqMan 
universal PCR master mix (Applied Bìosystems), and 1.25 p.l prirner 
: probe mixture was amplified using the following thermal cycler pa-
1 rameters: incubation a t 50 C for 2 min and denaturing a t 95 C for 10 min 
and then 40 cycles of the amplification step (denaturation a t 95 C for 15 
sec and annealing/extension at 60 C for l min). 
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efficiency of transfection was normalized by using constructs containing 
either the Rous sarcoma virus (RSV) prornoter linked to the chloram-
phenicol-acetyl-transferase (CA T) gene or the cytomegalovirus (CMV) 
promoter linked to the .6-galactosidase gene (13-GAL). Expression vec-
tors far pCAF and p300 were provided by A. Gulino (University of 
Rome/ Rome, Italy). Plasmids containing c-Jos and Simian virus 40 (SV 40) 
promoters (linked to the CAT and LUC reporter genes, respectively) 
were provided by G Manfioletti (University of Trieste, Trieste, Italy). 
The HDACl gene was overexpressed by usi..rtg the vector pc0NA3-
HDl-F, provided by C Brancolini (University of Udine, Udine, Italy). 
The calcium phosphate coprecipitation method used for transfections 
was performed as previously described (25). HeLa cells were plated at 
6 x 105 cells/100-mrn culture dish 20 h before transfection. Plasmids 
w ere used in the following amo un t per dish: CMV -LUC, 2 J.Lg; RSV -CA T, 
2 J.l.g; CMV-j3-GAL, 2 J.l.g; pNIS-LUC, 7 J.Lg; c-fos-CA T, 7 J.l.g; SV40-LUC/ 
7 J.Lg; pCAF, 2 J.l.g; p300, 2 p.g; and pcDNA3-HDI-F/ 2 J.l.g. Cells were 
harvested 44 h after transfection, and celi extracts were prepared by a 
standard freeze and thaw procedure. CAT and /3-GAL proteins were 
measured by ELISA rnethod (Amersham Pharrnacia Biotech, Milan, 
Italy). LUC activity was measured by a standard chemilurninescence 
procedure (26). 
Chromatin immunoprecipitation (ChiP) assay 
HeLa cells were transfected as above with 12 J.l.g of 1'JIS-LUC plasmid 
and treated for 24 h with TSA (300 nM) and NaB (3 mM). Aliquots of 
transfected cells w ere taken aside before immunoprecipitation to test the 
efficiency of transfection. Then cells w ere washed once with PBS a t room 
temperature and fixed with l% (vol/vol) formaldehyde in PBS at 37 C 
far IO min. Cells w ere quickly rinsed twice with ice--col d PBS and scraped 
into l rnl of ice--cold PBS. After spinning at 700 x g at 4 C celi pellets 
were resuspended in 1.2 rrù of lysis buffer [I% sodium dodecyl sulfate 
(SDS), 5 rnM EDTA, 50 rnM Tris/HCl (pH 8.1), plus protease inhibitor 
cocktail] and incubated onice forIO min. i\tter lysis, the samples were 
centrifuged far IO rnin at 14/000 X g at 4 C, and NaCl and Triton X-100 
w ere ad d ed to fina! concentrations of 150 mM and l% ( vol/ vol), re-
spectively. Then the samples were incubated for imrnunoclearing with 
Proteìn A-Sepharose(Sigma) [80 p.l of50%slurryin IOmMTris/HCl (pH 
8.1), l mM EDTAJ overrùght at 4 C After incubation, the samples were 
quickly centrifuged at 9000 x g, and the supematants were collected. 
Irnrnunoprecipitation was performed by adding 5 J.Lg of polydonal an-
tiacetyl-histone H3 antibody (Upstate Bìotechnologies Inc, Lake Placìd, 
N'Y) and incubating the rnixture overnight at 4 C; 80 J.L1 of Protein 
A-St'pharose was then added and the slurry was incubated ovemight at 
4 C The St'pharose beads ·were harvested by centrifugatìon at 8000 x g 
and washed sequentially far 10 min in 1 rrù each of TSE I [O. l% SDS, l% 
TritonX-100,2II1JI.1 EDTA,20 mMTris/HCl (pH 8.1), 150 mM N aCl), TSE 
II [0.1% SDS, l% Triton X-100, 2 mM EDTA, 20 mM Tris/HCI (pH B.l), 
500 mM N aCl], TSE III [0.25 M Li Cl, l% Nonidet P-40, l% deoxycholate, 
l mM EDTA, lO mM Tris/HCI (pH 8.1)], and Tris/EOTA buffer [lO mM 
Tris/HCI (pH 8.1), l mM EDTAl Immune complexes were eluted from 
beads with 100 p.l of elutìon buffer (1% SDS, 0.1 M NaHCO~) at roorn 
temperature for lO min and cross-links were reversed by heating at 56 
C overnight with the addìtion of proteinase K DNA was recovered by 
phenol/chloroform extraction followed by ethanol precipitation and 
was used as a template for PCR 
For each amplification run, standard curve was generated using six 
serial dilutions (100, 50, 10, 2, 0.4, 0.2 ng) of cONA mix expressing all the 
genes analyzed. The cONA mix was obtained in our laboratory: total 
RNA was extracted from different tissues and cell types and mix to-
5ether. Then 250 J.Lg of such a mix was reverse transcribed obtaining 50 
3.liquots of 5 J.Lg each of cONA The reverse transcription (RT) efficiency 
)[ the individuai cDNAs in the rnix ha ve been validated measuring for 
1 standard sample the PCR cydes of a standard gene (used to calculate 
he amo un t of transcript in the sample). Ali amplification reactions w ere 
>erformed in triplicate, and the averages of the threshold cycles were 
1sed to interpolate standard curves and calculate the transcript amount 
n. samples using SDS software (version L7a; Applied Biosystems). T o 
btain the mRNA expression quantification of each target gene ana-
yz;ed, results were calculated as follo'"'s: untreated cells were consid-
red as calibrator, mRNA expression was calculated as sample to cal-
Jrator ratio normalized with four endogenous controls [GAPDH, 
-actin, /32-microglobulin, and hypoxantine guanine phosphoribosy1 
·ansfetase (HPRT-1) rnRNAs], giving very similar results. Thus, mean 
alues using the four contro! genes were calculated. T'v\'O negative con-
ols were induded in PCR: a samples with PCR mix without cONA and 
sample with PCR mix and RNII. bcforc RT rcaction ( -RT control). 
Qualitative analysis of PAX8 expression by RT-PCR was performec;l 
r using the following primers: PAX8-l, 5'--GGCCACCAAGTCCCT-
AGTC-3'; and PAX8-2, 5'-TCGGGGGTTTCCTGcmATG-3'. 
Amplification was perlormed with the following conditions: one 
·de a t 94 C for 5 rnin, followed by 30 cycles a t 94 C for l min, 65 C for 
:nin, and 72 C for 2 min, with a final elongation step a t 72 C for 7 min. 
r-PCR for /3-actin was used to confirm RNA integrity far each spec-
ten. PCR products were visualized on 2% agarose gel 0.5 x Tris-borate 
HA. 
PCR was performcd by using thc following prirners: hNIS, fonvard, 
5'-GACTCAAGATGTCAGTCAGC-3' that contains a NIS promoter-
specific sequence; and LUC Spec, reverse, 5'-GCCITTCTTTATGTTTT-
TGGC-3' that contains a luciferase-specific sequence. 
omoter activìty studies 
The NIS promoter acti\'ity was investigated by using a clone, kindly 
vided by U. Loos (University of Ulm, Ulm, Germany) containing 2.2 
f 5' genomi c sequence for the NIS p romoter, con taining the mini mal 
moter linked to the luciferase (LUC) gene as reporter (23, 24). The 
Amplification was perforrned with the following conditions: one 
cyde at 95 C far lO min, followed by 30 c_ydes at 95 C for 30 sec, 52 C 
far 30 sec, and at 72 C l min. PCR products were visualized on 2% 
agarose gel O.Sx Tris-borate EDTA 
Results 
Effects of HDAC inhibitors on NIS gene expression 
Tt has been oreviouslv shown that HDAC inhibitors stim-
ulate NIS exp~ession u-( thyroid cancer cells (19, 20, 27, 28). 
To test the reproducibility of these findings in our systern, 
ARO and FRO celi lines ((rom anaplastic carcinoma) and 
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BCP AP an d TPCl cell lines (from papillary carcinoma) 
were treated vvith TSA (300 nM) and NaB (3 rnM) for 30 h; 
then total RNA was extracted and NIS expression was 
evaluated by real-time PCR, using four genes for normal-
ization (GAPDH, /3-actin, J32-microglobulin, HPRT-1). Re-
sults are shown in Fig. 1 and are expressed considering l 
the value of unstimulated cells. As shO\vn, both TSA and 
NaB treatment greatly induced expression of NIS mRNA 
in ali cell lines tested. 
Effects of HDAC inhibitors an expression of thyroid-specific 
transcription factors 
Prornoters with thyroid-specific activity (such as that of 
NIS gene) are activated by one or more thyroid-specific 
transcription factors (29). Thus, the activating effect of 
HDAC inhibitors on NIS expression could be mediated by 
the increase of expression of thyroid-specific transcription 
factors. T o test this possibility, ARO, FRO, BCP AP, an d 
TPC-1 celllines treated with TSA and NaB \vere assayed 
for TTF-1, TTF-2, PAX8, and HEX mRNA levels by real-
tirnePCR 
Results (expressed as fold of modification \vith respect to 
the levels obsenred in untreated cells) are shown in Table L 
T o be conservative, we decided to define as bona fide effects 
of histone acetylation those in which TSA and NaB induced 
significant modification in the same direction. In fact, distinct 
HDAC inhibitors act by different mechanisms and, in addi-
tion to histone acetylation, may induce other effects (30, 31). 
In the case of TTF-1, a clear inhibitory effect of histone acet-
yla ti o n was observed only in celi lines deriving from pap-
illary carcinomas (BCP AP an d TPC -l). ITF-2 expression was 
significantly reduced in FRO, BCPAP, and TPC-1 celllines. 
No clear effects of histone acetylation can be observed in the 
140 1 
NISmRNA 
130 ~ Fold of 
adiva!ion 
20 
FIG. l. Expression of l\TJ:S gene in ARO, FRO, 
BCPAP, and TPC-1 celllines after treatment 10 .., 
v;.r:ith HDAC inhibitors. The indicated celi lines 
v.rere treated with TSA (300 nM) and N aB (3 rnM) 
for 30 h. Relative gene expression levels were 
calculated as the ratios between the NIS value 
and the GAPDH, 13-actin, 132-rnicroglobulin, and 
HPRT-1 values. A mean of the four normaliza-
tion procedures was then obtained. The value of 
l was arbitrarily attributed to unstimulated J{){ì{) 
cells. Each bar represents the mean value :::: SD NISmRNA 
of three different experiments. Fold of 24DO activation 
1200 
60{) 
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TABLE L Effect of TSA and N aB on expression of TTF-L 'TTF-2 
HEX, and PAX8 in ARO, FRO, BCPAP, and TPC-1 cell lin~s ' 
ARO FRO BCPAP TPC-1 
TSA N aB TSA N aB TSA N aB TSA N aB 
'TTF-1 1.1 3.8 0.8 1.3 0.2 0.3 0.4 0.2 
TTF-2 0.9 0.7 0.2 0.2 0.5 0.4 0.2 0.5 
HEX 1.3 7.5 ND ND 1.3 0.5 OA 1.3 
PAX8 4.5 4.9 l. O 0.5 0.7 0.9 1.2 0.9 
Results are expressed as fold of modification with respect to the 
levels observed in untreated cells. Each number represents the mean 
value of three independent rneasures. For each measure, norrnaliza-
tion was obtained by using GAPDH, /3-actìn, /32-microglobulin, and 
HPRT-1 rnRNAs, and the rnean value was calculated. Standard de-
viations are always within :::: 20% of each rnean value. 
ND, Not deterrninable because of absence of gene expression in 
basai conditions. 
case of HEX expression. PAX8 expression was significantly 
increased by histone acetylation in ARO cells only. A cor-
relation of these data to those demonstrating the histone 
acetylation increase of NIS mRNA levels in all celi lines 
investigated (Fig. l) suggests that changes of the TTF-1, 
TTF-2, HEX, and P AX8levels induced by histone acetylation 
carmot account for the increase of NIS gene expression. The 
effect of TSA and NaB on PAX8 mRNA Ievels in ARO cells 
was the only activating effect of histone acetylation on ex-
pression of thyroid-specific transcription factors that we 
were able to detect. Thìs effect can be related to the basai 
levels of PAX8 mRNA, which in ARO cells were not detect-
able by qualitative RT-PCR (Fig. 2). In contrast, no relation-
slùp between basai levels of expression and effects of histone 
acetylation was observed in the case of ITF-1, TTF-2, and 
HEX genes (data not shown). 
400 ~ 
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J 
l50 J BCPAP ~ 
NIS mRNA 
Fold of 100 
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activation 
l 50 
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-PAX8 
- 1')-actìn 
FrG. 2. Basallevels ofPax8 mRNA in ARO, FRO, BCPAP, and TPC-1 
celi lines. Basai PAX8 mRNA levels were detected by qualitative 
RT-PCR as described inMaterials and Methods. HL60 cells were used 
as negative contro!. Amplification of {3-actin normalizes for the quan-
tity of input mRNA. 
Effects of HDAC modulation on NIS promoter 
Data reported so far suggest that TSA and NaB activate 
NIS gene expression without modification of expression of 
thyroid-specific transcription factors. However, HDAC in-
hibition rnay control NIS expression by different rnecha-
nisrns from expression modification of thyroid-specific 
transcription factors. To demonstrate that effects of TSA 
and NaB treatment are not rnediated by modification of 
thyroid-specific transcriptional mechanisms, we used a 
transfection approach. A construct bearing 2.2 kb of 5' 
FIG. 3. Effect of HDAC modulation on tran-
scriptional activity and H3 acetylation state of 
NIS promoter. HeLa cells were transfected 
and treated ·with TSA or NaB as described in 
Materials and Methods. A, Effects on NIS pro-
motel-. Each bar represents the mean value of 
three transfections ~ SD. B, Effects on H3 acet-
ylation state ofNIS promoter. ChiP assay was 
performed as described inMaterials and Meth-
ods before (tota] celi extracts) and after (H3 
ChlP) immunoprecipitation. 
A 
B 
NIS promoter 
activity 
(arbi"vary units) 
40 
10 
No 
tempi ate 
Celi tre.atment: 
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genomic sequence for the human NIS promoter, contain-
ing the minimal promoter linked to the LUC gene as re-
porter, was used to transfect HeLa cells (23, 24), a non-
thyroid celi Iine that d oes not express TTF-1, TTF-2, P AX8, 
and HEX genes. Therefore, in this experimental situation, 
any effect on NIS promoter would not be mediated by the 
thyroid-specific transcriptional machinery. The construct 
containing the NIS promoter \Vas transfected in HeLa celìs. 
Then transfected cells were treated wìth or without TSA 
(300 nM) and NaB (3 mM) for 16 and 28 h, and the ex-
pression of the LUC gene was evaluated. Figure 3A shows 
that either TSA or NaB treatment increases NIS prornoter 
activity. To show that TSA and NaB treatment rnodified 
histone acetylation on the transfected NIS-LUC plasrnid, 
a ChiP assay was used. The ChiP assay has been used by 
a number of laboratories to probe the acetylation state of 
chromatin (reviewed in Ref. 34). HeLa cells were trans-
fected with the NIS-LUC plasmid and treated with TSA or 
NaB. After cross-link, the acetylated H3 histone was im-
munoprecipitated by using a specific antibody (Upstate 
Biotechnology). As shown in Fig. 3B, after irnrnunopre-
cipi ta tion, a specific PCR pro d uct was obtained onl y in NIS 
promoter-transfected cells that have been treated with 
TSA or NaB. 
These results indicate that acetylated H3 histone on NIS 
prornoter \vas present only on HDAC inhibitor treatment, 
thus demonstrating that HDAC treatrnent rnodify histone 
acetylation status of the transfected NIS promoter. Among 
~B TSA 
16 hours 
treatment 
Mock-transfected NIS-transfected 
cells cells 
Il 
TSA NaB TSA NaB 
NaB TSA 
28 oo<..~rs 
treatrnent 
N!S-luc 
plasmi d 
- Tota! cei! extract:s 
- H3ChrP 
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thyroid-specific transcription factors, PAX8 plays a major 
role in up-regulation of NIS promoter (35-37). RT-PCR 
experiments performed by using mRNA of transfected 
HeLa cells as template indicate that the increase of NIS 
promoter activity is not mediated by activation of the 
endogenous PAX8 expression. In fact, in HeLa cells treated 
with TSA or NaB, no PAX8 exoression was observed (data 
not shown). Altogether, theseL results indicate that HDAC 
inhibition is able to activate NIS gene expression by a 
direct histone acetylation of the promoter, without mod-
ification of expression of TTF-1, TTF-2, HEX, and PAX8. 
To support the notion that the basai levels of NIS pro-
moter are controlled by histone acetylation, t\vo cotrans-
fection approaches were used. First the NIS prornoter was 
FIG. 4. Effects ofHDACI, pCAF, and p300 on 
the activ'i.ty of NIS promoter. A, Effects of 
HDACL The NIS, RSV, SV40, and c-fos pro-
moter constructs were cotransfected with or 
·w:ìthout the ex-pression plasmià of HDACL 
The activity of e a eh promoter was measureà as 
described inMaterials andMethods. B, Effects 
of pCAF an d p300. The NIS an d RSV promot-
ers were cotransfected ~rith or without the ex-
pression plasmid of pCAF or p300, and the 
activity of each promoter was measured as 
described in Materials and Methods. In both 
panels each bar represents the mean value :!: 
SD of three ìndependent transfections. P val-
ues were calculated by the Student's t test by 
using the Prisma software (GraphPad Inc., 
San Diego, CA). 
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cotransfected in HeLa cells together with a plasmid ex-
pressing the histone deacetylase 1 (HDACl) (38). As ex-
pected/ the overexpression of HDAC1 exerted a strong 
inhibitory effect on the NIS promoter activity (Fig. 4A). 
The effect was specific because overexpression of HDAC1 
determined unsignificant effects on RSV and c-fos pro-
moters and only a modest inhibitory effects on SV40 pro-
moter. In the second approach, the NIS promoter >vas 
cotransfected with expression plasmids for the HATs 
pCAF or p300 (39). As shown in Fig. 4B, overexpression of 
either pCAF or p300 greatly increased the NIS promoter 
activity. The HAT effect was specific because neither 
pCAF nor p300 was able to increase the RSV promoter 
activity. Altogether, these experirnents indicate that basal 
p:: 0.001 
,---~ 
NlS NIS 
+ 
NIS NIS 
pCAF p:.WO 
RSV 
p= 0.007 p= 0.026 
RSV SV40 SV40 
+ 
1.5 
Promoter 
aciivity 
{arbitr.!ry unitsj 
0.5 
Promoter: 
HAT: 
+ 
RSV 
p::= 0.288 
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levels of NIS promoter activity are subjected to histone 
acetylation control exerted by ubiquitous cofactors. 
inhibitors act by different mechanisms and, in addition to 
histone acetylation, may induce other effects (30, 31). For 
these reasons, our strategy was the use of tvvo different 
HDAC inhibitors and the definition as bona fide effects of 
histone acetylation those in which TSA and NaB induced 
modìfications in the same direction. Our data indicate that 
effects of HDAC inhìbitors on NIS mRNA levels are not 
mediated by modification of thyroid-specific transcription 
factors gene expression. Our transfection experiments were 
performed in the nonthyroid cell line HeLa. Because these 
cells do not express TTF-1, TTF-2, PAX8, and HEX, the find-
ing that TSA and NaB increase the activity of NIS prornoter 
reinforces the notion that effect of histone acetylation occurs 
wìthout the contribute of thyroid-specific transcriptional 
machinery. 
Effects of HDAC inhibitors on NIS expression of nonthyroid 
celllines 
Results obtained in HeLa cells suggest that the effects of 
Hf?AC_ inhibition ~n NIS expression do not occur only by 
acbvatwn of thyrmd-specific mechanisms but also involve 
activatio~ o_f ubìquitous mechanisms. The prediction of this 
hypothes1s 1s that HDAC inhibition also would increase NIS 
mRNA levels in nonthyroid celllines. This possibility was 
tested by using the following hurnan celllines: MCF-7 from 
mammary carcinoma, Hep-G2, frorn liver carcinoma, and 
SAOS-2, from osteosarcoma. The indicated celi lines were 
treated with TSA (300 nM) and NaB (3 mM) for 30 h and NIS 
m~A leve_ls were rneasured by RT-PCR As shown in Fig. 
5, m all celllmes both TSA and NaB treatment induced a great 
increase of NIS mRNA levels. Basai values of NIS mRNA 
levels are much higher in MCF-7 than Hep-G2 and SAOS-2 
~elllines. This finding fits with observations indicating that 
m MCF-7 cells, NIS gene expression is regulated bv various 
signaling pathways (40, 41). -' 
The effect of HDAC inhibitors on NIS expression is specific 
and not the result of a generai phenomenon of histone acet-
ylation, as demonstrated by evaluating expression of other 
genes (see Table 1). According to this view, Western blots 
performed with a specific antibody against H3 histone in-
dicate no correlation between NIS expression and the bulk 
histone acetylation state of the cell (data not shown). 
Discussion 
Severa! reports ha ve shown that treatment of thyroid can-
cer celllines with HDAC inhibitors increases NIS expression 
as well as iodin~ uptake (19, 20,27, 28,42). Tnese results may 
have relevance m treatment of undifferentiated thyroid tu-
mors. In fact, the inability to trap iodine by these turnors 
makes ineffective the radioiodine therapy (43). In this view, 
restoration of NIS expression in undifferentiated thyroid tu-
morsi~ considered a means to improve therapeutic strategy. 
For this reason, control of NIS expression has been exten-
sively investigated (35, 37, 44-49). The aim of the present 
study was to investigate molecular rnechanisrns by which 
HDAC inlùbitors induce NIS expression. Distinct HDAC 
g 
7 
MSmRNA 
Je-vels 5 ~ 
(arbitr_ary units) -/f 
21 
' 0.05 t 
o 
DCTRL 
&TSA30h 
• NaB 30h 
MCF-7 Hi!p-G2 SAOS-2 
<'re. 5. Effects of TSA and N aB treatment on NIS mRNA levels in 
wnthyroid celllines. MCF-7, Hep-G2, and SAOS-2 cells were treated 
•Y TSA (300 nM) and N aB (3 rnM) for 30 h, and then NIS mRNA levels 
;rere evaluated by quantitative RT-PCR Relative gene e:x.--pression 
~vels were calculated as the ratios between the NIS value and the 
~A.PDH, {3-actin, {32-microglobulin, a..."'ld HPRT-1 values. Amea.J. ofthe 
mr normalization procedures 1.vas then obtained. The value of 1 was 
rbitrarily attributed to NIS expression in MCF-7 cells. Each bar 
~presents the mean value ::: SD ofthree different experiments. CTRL. 
ontrol. · 
Data on NIS promoter activity were obtained by means of 
transient transfection, i. e. outside the chromosomal structure. 
I t has been demonstrated, however, that precise nucleosome 
positioning occurs in transiently transfected prornoters (50). 
Moreover, the histone acetyltransferase activity of pCAF is 
required for activation of transiently transfected promoters 
(51). In the thyroid field, it has been demonstrated that the 
transiently transfected thyroglobulin promoter is sensi ti veto 
the HDAC inhibitor depsipeptide (19). In agreement with 
transfection studies, HDAC inhibition induced NIS expres-
sion in the tumorat nonthyroid cell lines MCF-7, Hep-G2, 
and SAOS-2. Because an increase of NIS gene expression, a t 
least in MCF-7 cells, is paralleled by enhanced radioiodine 
trapping ability (52), our findings suggest that the strategy of 
inducing NIS expression by HDAC inhibition can be used to 
rnake severa! types ofhuman tumors sensitive to radioiodine 
therapy. 
In agreement with data produced by using TSA and N aB, 
we ha ve demonstrated that the histone deacetylating protein 
HO ACl inhibits NIS prornoter activity. Conversely, the HA T 
proteins pCAF and p300 stirnulate NIS prornoter activity. It 
is generally accepted that HDACt pCAF, and p300 are re-
cruited to promoters by interaction with transcription factors 
(53). HDACl could be recruited to NIS prornoter by the 
transcription factor specificit;' protein (SPl). In fact, ìt has 
been dernonstrated that SPl interacts with HDACl (54) as 
well as the 'f\.TJS promoter (48). Interestingly, it has been 
sho\vn that the nuclear extracts of thyroid tumors have sig-
nificantly higher SPl levels than the corresponding norma! 
tissue (48). Thus, the inhibition of NIS gene expression in 
thyroid tumors could be due to the increase of HDACl re-
cruitrnent which, in turn, is induced by the higher SP1 bind-
ing to the NIS promoter. In the case of HAT proteins, p300 
is homologous to the cAMP response element-binding pro-
tein, and both are ab le to interact with the transcrìption factor 
cAMP-responsive element binding protein (55). cAMP-re-
sponsive element binding protein bmding si t es are present in 
the human NIS prpmoter. (32). Thus, HAT proteins may 
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contribu te t o the stimulation of NIS gene expression obtained 
by the cAMP pathway activation (41). 
In our experimental conditions, HDAC inhibition ind uces 
an increase in PAX8 mRNA levels in ARO but not BCPAP, 
FRO, and TPC-1 cel1lines. Interestingly, ARO cells show the 
lowest amount of basai P AX8 mR.NA levels (not detectable 
by our qualitative PCR rnethod; see Fig. 2). Based on these 
data, it could be inferred that histone acetylation controls 
basai levels of PAX8 gene expression. In ARO cells, a reduced 
histone acetylation state would not be permissive for P AX8 
expression; treatrnent with HDAC inhibitors will allow the 
basai transcription of P AX8 gene. In contrast, BCP AP, FRO, 
and TPC-1 cell lines would have higher levels of histone 
acetylation, enough to allow basai levels of PAXS mRNA 
levels1 and, therefore, treatment with HDAC inhibitors has 
no effects o n P AXS expression. 
In a recent investigation/ the effect of the HDAC inhibitor 
depsipeptide on TTF-1 and P AXS rnRNA levels in cells de-
rived from differentiated and undifferentiated thvroid can-
cers (BHP18-21v and ARO, respectively) was in~estigated 
(27). In contrast to our findings, the HDAC inhibitor dep-
sipeptide induced increase ofTTF-1 rnRNA levels in both celi 
lines. Reasons for this discrepancy are not obvious. However, 
at least two rnethodological differences are evident between 
the hvo studies: the use of different compounds as HDAC 
inhibitors and the use of a nonquantitative RT-PCR method 
to rneasure TTF-1 and PAX8 rnRNA levels. The down-reg-
ulatìon of thyroid-specific transcription factors (TTF-1 and 
TTF-2) by HDAC inhibition in a cell line that maintains 
severa l markers of the thyroid-differentiated phenotype (BC-
p AP) is in agreement with severa! observation indicating that 
TSA blocks intestina! developrnent in Xenopous laevis (56), 
prevents expression of differentiation markers in chick ovi-
duct explants (32), suppresses differentiation in tissue cul-
ture cell models (33). 
In conclusion, our data indicate that the NIS prornoter, 
even outside the chrornosornal context is a rnajor target by 
which HDAC inhibitors increase NIS expression in both thy-
roid and nonthyroid cancer cells. Thus, future investigations 
on the relation between NIS prornoter activity and histone 
acetylation may ha ve relevance for defining innovative ther-
apeutic strategies for the treatment of human turnors. 
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